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΢ΤΝΣΟΜΟΓΡΑΥΙΕ΢ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AOB Νιτρωδοποιθτικά βακτιρια 
AOA Νιτρωδοποιθτικά αρχαία 
NOB Νιτρικοποιθτικά βακτιρια 
AMO Μονοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ 
HAO Οξειδοαναγωγάςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ 
NXR Νιτρϊδθσ οξειδοαναγωγάςθ 
ΠΝ Παρεμποδιςτζσ Νιτροποίθςθσ  
ΒΠΝ Βιολογικοί  Παρεμποδιςτζσ Νιτροποίθςθσ 
΢ΠΝ ΢υνκετικοί  Παρεμποδιςτζσ Νιτροποίθςθσ 
EQ 1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-trimethyl-quinoline (ethoxyquin) 
QI 2,6-Dihydro-2,2, 4-trimethyl-6-quinone imine (quinone imine) 
EQNL  2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline 
NP Nitrapyrin 
DCD Dicyandiamide 
qPCR Ποςοτικι αλυςιδωτι αντίδραςθσ τθσ πολυμεράςθσ (quantitative polymerase chain 
reaction) 
HPLC Τγρι  χρωματογραφία υψθλισ πίεςθσ 
LOQ Όριο ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ (Limit of Quantification) 
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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 
 
Θ νιτροποίθςθ αποτελεί τθ ρυκμο-κακοριςτικι διεργαςία του κφκλου του αηϊτου (Ν) και 
πραγματοποιείται ςε δφο ςτάδια από νιτρωδοποιθτικά βακτιρια (Ammonia Oxidizing 
Bacteria: ΑΟΒ) ι αρχαία (Ammonia Oxidizing Archaea: ΑΟΑ) (ΝΘ3 προσ ΝΟ2
-
«Νιτρωδοποίθςθ») και νιτρικοποιθτικά βακτιρια (Nitrite Oxidizing Bacteria: ΝΟΒ) (ΝΟ2
- 
προσ ΝΟ3
-, «Νιτρικοποίθςθ»). Πρόςφατα βρζκθκε ότι βακτιρια του γζνουσ Nitrospira sp. 
(μζχρι πρότινοσ γνωςτά ωσ ΝΟΒ), που απομονϊκθκαν από υδάτινα οικοςυςτιματα, ζχουν 
τθν ικανότθτα να πραγματοποιοφν και τα δφο ςτάδια τθσ νιτροποίθςθσ και ονομάςτθκαν 
Comammox (Complete-ammonia-oxidation). Σα βακτιρια αυτά φαίνεται να είναι ευρζωσ 
διαδεδομζνα ςτο ζδαφοσ, ωςτόςο άγνωςτοσ παραμζνει ο πραγματικόσ οικολογικόσ τουσ 
ρόλοσ ςτον κφκλο του αηϊτου ςτα εδαφικά οικοςυςτιματα. 
Διάφορεσ τεχνολογίεσ «ελζγχου» των διεργαςιϊν του κφκλου του Ν ζχουν αναπτυχκεί ςτισ 
μζρεσ μασ με ςτόχο τθν ταυτόχρονθ αφξθςθ τθσ αποδοτικότθτασ χριςθσ του Ν από τα φυτά 
και τθν ελαχιςτοποίθςθ των απωλειϊν του Ν (ΝΟ3
-, ΝxO) από τα αγρο-οικοςυςτιματα και 
κατ’επζκταςθ των ανεπικφμθτων περιβαλλοντικϊν επιπτϊςεων που αυτζσ ςυνεπάγονται 
(ρφπανςθ υπόγειου υδροφόρου ορίηοντα και ατμόςφαιρασ, αντίςτοιχα). Μια από τισ 
τεχνολογίεσ αυτζσ είναι θ εφαρμογι παρεμποδιςτϊν νιτροποίθςθσ (ΠΝ). Οι ΠΝ είναι 
ενϊςεισ που παρεμποδίηουν τθ βιολογικι οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ ςε νιτρικό άηωτο. Οι 
περιςςότεροι από τουσ διακζςιμουσ ΠΝ δρουν κυρίωσ εναντίον των ΑΟΒ, ενϊ θ δράςθ τουσ 
ζναντι των ΑΟΑ είτε δεν ζχει μελετθκεί ακόμα, είτε είναι περιοριςμζνθ, γεγονόσ που 
κακιςτά αμφίβολθ τθν αποτελεςματικότθτα τουσ. 
Σο ethoxyquin (EQ) (1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-trimethyl quinoline) είναι μια 
αντιοξειδωτικι ουςία που χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ ςυντθρθτικό ςτθ βιομθχανία 
κρεάτων και ψαριϊν αλλά και ςτα ςυςκευαςτιρια φροφτων για τθ προςταςία των μιλων 
από τθ φυςιολογικι τουσ αλλοίωςθ. Προθγοφμενεσ μελζτεσ μικροκόςμων εδάφουσ ζδειξαν 
πωσ το ΕQ ςτο ζδαφοσ  μεταβολίηεται ταχφτατα προσ το μθ υπολειμματικό 2,6-dihydro-2,2, 
4-trimethyl-6-quinoneimine (quinone imine QI) (κφριοσ μεταβολίτθσ) και το ζμμονο 2,4-
dimethyl-6-ethoxyquinoline (EQNL) (δευτερεφων μεταβολίτθσ), με το πρϊτο (QI) να 
προκαλεί προςωρινι αναςτολι τθσ νιτροποίθςθσ. Ακόλουκεσ in vitro μελζτεσ τθσ 
επίδραςθσ του EQ ςε αντιπροςωπευτικά εδαφογενι ςτελζχθ των ΑΟΒ (Nitrosomonas 
europaea και Nitrosospira multiformis) κατζδειξαν αναςτολι τθσ αφξθςθσ και τθσ 
λειτουργίασ των επιλεγμζνων ςτελεχϊν των ΑΟΒ ςε επίπεδα ςυγκεντρϊςεων 460 μM, που 
ςυνζπεςαν με το ςχθματιςμό  του μεταβολίτθ QI ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ. 
΢τόχοσ τθσ παροφςασ ερευνθτικισ εργαςίασ ιταν να διευκρινίςει τα επίπεδα ςτα οποία 
επιτυγχάνεται ικανοποιθτικι αναςτολι από τα μεταβολικά προϊόντα του  EQ, QI και EQNL 
ςτα ΑΟΒ. Για το ςκοπό αυτό μελετικθκε in vitro θ αναςταλτικι δράςθ των QI (0,27-540 μΜ) 
και EQNL (0,5-500 μΜ) ςτθν αφξθςθ (q-PCR - αφκονία του amoA γονιδίου των  ΑΟΒ) και τθ 
λειτουργία (παραγωγι και ςυςςϊρευςθ NO2
-) δυο αντιπροςωπευτικϊν εδαφογενϊν ΑΟΒ, 
Nitrosomonas europaea και Nitrosospira multiformis, ςε ςχζςθ με δυο γνωςτοφσ ΠΝ 
ευρείασ εφαρμογισ, τουσ nitapyrin (NP) (50μΜ) και dicyandiamide (DCD) (10mM). 
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Παράλλθλα, μελετικθκε θ πορεία τθσ διάςπαςθσ των μελετοφμενων ουςιϊν  ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ προκειμζνου, να ελεγχκεί θ ςτακερότθτα των ουςιϊν αυτϊν ςε αςθπτικζσ in 
vitro ςυνκικεσ και να αναδειχκοφν πικανζσ ςυςχετίςεισ μεταξφ τθσ υπολειμματικότθτασ 
των μεταβολιτϊν και των παρατθροφμενων μεταβολϊν ςτθν αφκονία και τθ λειτουργία των 
ΑΟΒ. 
΢φμφωνα με τα αποτελζςματα το QI παρουςίαςε ςθμαντικά ιςχυρότερθ αναςταλτικι 
δράςθ από το EQNL, παρά τθν μικρότερθ υπολειμματικότθτα του, αναςτζλλοντασ 
ςθμαντικά τθν αφξθςθ και τθ λειτουργία των μελετοφμενων ςτελεχϊν ΑΟΒ, Ν. europaea και 
N. multiformis, ςε ςυγκεντρϊςεισ ≥ 270μΜ και ≥ 135μΜ, αντίςτοιχα. Αντίκετα, το EQNL 
προκάλεςε πλιρθ αναςτολι τθσ νιτρωδοποίθςθσ μόνο ςτθν περίπτωςθ του N. multiformis 
και μόνο ςτθ μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ εφαρμογισ του (500 μΜ). Οι γνωςτοί ΠΝ  nitrapyrin και 
DCD παρότι προκάλεςαν μείωςθ τθσ νιτρωδοποιθτικισ δραςτθριότθτασ και των δυο 
ςτελεχϊν των ΑΟΒ που μελετικθκαν, επθρζαςαν μόνο προςωρινά τθν αφκονία τουσ. Σο 
ςτζλεχοσ του N. multiformis επζδειξε γενικά μεγαλφτερθ ευαιςκθςία ςτισ μελετοφμενεσ 
ουςίεσ ςε ςχζςθ με το Ν. europaea. 
΢υμπεραςματικά θ επίδραςθ του EQ ςτθ νιτρωδοποίθςθ φαίνεται να οφείλεται ςτο 
ςχθματιςμό του κφριου μεταβολίτθ QI, ο οποίοσ και φαίνεται να αςκεί ςθμαντικι 
αναςταλτικι επίδραςθ ςτα ΑΟΒ, που είναι ιςοδφναμθ ι ιςχυρότερθ ςε ςχζςθ με αυτι των 
ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενων ΠΝ nitrapyrin και DCD  Περαιτζρω μελζτεσ ςχετικά με τθ 
αναςταλτικι δράςθ του ethoxyquin (EQ), και των μεταβολικϊν του προϊόντων του (QI,  
EQNL) και ςτισ υπόλοιπεσ ομάδεσ μικροοργανιςμϊν που ςυμμετζχουν ςτθ νιτρωδοποίθςθ 
(ΑΟΑ και Commamox) μπορεί να ςυμβάλλει ςτθν ανάπτυξθ ενόσ νζου, κακολικοφ και 
αποτελεςματικοφ ΠΝ.   
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ABSTRACT  
 
Νitrification is the rate-limiting step of the nitrogen cycle (N) and is carried out in two steps 
by Ammonia Oxidation Bacteria (AOB) or Ammonia Oxidizing Archaea (AOA) (NH3 to NO2
-
‘’Nitrating’’) and nitrite-oxidizing bacteria (NOB) (NO2
- to NO3
-, "Nitriting"). It has recently 
been found that bacteria of the genus Nitrospira sp. (previously known as NOB), which were 
isolated from aquatic ecosystems, have the ability to carry out both steps of the nitrification 
process and were named Comammox (Complete-ammonia-oxidation). This new guild 
appears to be ubiquitous in soil, however, their true ecological role in N cycling in terrestrial 
ecosystems remains unknown. 
Several technologies controlling the rate of the soil processes in the N cycle have been 
developed nowadays and aim to increase the efficiency of N use, and reduce N losses (NO3
-, 
NxO) from agricultural ecosystems, minimizing thus potentially undesirable environmental 
effects such as groundwater and atmosphere contamination, respectively. One of these 
technologies is the application of nitrification inhibitors (NΙ). ΝΙ are compounds that inhibit 
the biological oxidation of ammonia to nitrate. Most of the available NIs have shown a 
selective inhibitory activity towards AOB, while their impact on AOA is either limited or 
unknown, making their efficacy questionable. 
Ethoxyquin (EQ) (1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-trimethylquinoline) is an antioxidant that is 
widely used as a preservative in the meat and fish industry as well as in fruit packaging 
industry to protect apples from their physiological deterioration. Previous studies have 
shown that EQ in soil is rapidly oxidized to the less persistent 2,6-dihydro-2,2, 4-trimethyl-6-
quinone imine (quinone imine: QI) (main metabolite) and the persistent 2,4-dimethyl-6-
ethoxyquinoline (secondary metabolite), with the first being mainly responsible for the 
transient inhibition of nitrification. Following in vitro studies on the effect of EQ on 
representative soil AOB strains (Nitrosomonas europaea and Nitrosospira multiformis) 
demonstrated inhibition of growth and function in the selected AOB strains at a 
concentration of 460 μM which coincided with the formation of the QI in liquid cultures. 
The main aim of the present study is to investigate the range of inhibition of the oxidation 
derivatives of EQ, QI and EQNL, on AOB. For this purpose, we studied in vitro the inhibitory 
effect of both QI (0.27-540 μM) and EQNL (0.5-500 μM) on the growth (q-PCR-abundance of 
the amoA gene of AOB) and functional activity (NO2
- production and accumulation) of 
representative soil strains of AOB, Nitrosomonas europaea and Nitrosospira multiformis, in 
comparison with two known and heavily used NIs, nitapyrin (50 μM) and dicyandiamide 
(DCD) (10mM). The dissipation of QI and EQNL in the liquid cultures of AOB was determined 
in parallel, to test the stability of these substances under in vitro sterile conditions, and to 
highlight possible correlations between the persistence of EQ derivatives and the observed 
inhibitory effects. According to the results of these studies, QI showed a stronger inhibitory 
effect than EQNL, despite its lower residual and significantly inhibited the growth and 
function on N. europaea and N. multiformis at concentrations ≥ 270 μM and ≥ 135 μM, 
respectively. In contrast, EQNL caused complete inhibition of nitrification only in the case of 
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N. multiformis and at its maximum concentration (500 μM). The widely used NIs, nitrapyrin 
and DCD, induced significant reductions in the nitrification activity of both AOB strains and 
temporarily affected their growth. N. multiformis was consistently more sensitive than N. 
europaea to the chemicals tested.  
In conclusion, the effect of EQ on nitrification seems to be a function of the formation of QI, 
which appears to exert a strong inhibitory effect on AOB which is equivalent or even higher 
than the effects of the widely used NIs, nitrapyrin and DCD. Further studies will look into the 
inhibitory effect of EQ and its derivatives on other groups of microorganisms participating in 
the nitrification process (AOA, Commamox, NOB) with final aim the development of a new, 
universal and effective NI. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1 
 
1.1 Κφκλοσ Αηϊτου 
Σο άηωτο αποτελεί ζνα από τα βαςικότερα ςτοιχεία για τθν ανάπτυξθ και τθν αφξθςθ των 
οργανιςμϊν, κακϊσ είναι το κφριο ςυςτατικό των πρωτεϊνϊν και των νουκλεϊκϊν οξζων *1]. 
Σαυτόχρονα είναι το κυριότερο ςυςτατικό τθσ ατμόςφαιρασ καταλαμβάνοντασ το 80% του 
ςυνολικοφ όγκου τθσ ατμόςφαιρασ όπου απαντάται με τθ μορφι μοριακοφ αηϊτου (Ν2). 
Ωςτόςο θ αζρια μορφι του αηϊτου (Ν2) δεν μπορεί να απορροφθκεί από τθν πλειοψθφία 
των οργανιςμϊν. Ζτςι, απαιτείται θ μετατροπι του ςε άλλεσ αηωτοφχεσ ενϊςεισ, όπωσ 
αμμωνία (ΝΘ3), νιτρϊδθ ιόντα (ΝΟ2
-) και νιτρικά ιόντα (ΝΟ3
-). Οι ενϊςεισ  αυτζσ μποροφν να 
προςλθφκοφν από τα φυτά και κατϋεπζκταςθ, μζςω τθσ τροφικισ αλυςίδασ, από τουσ 
υπόλοιπουσ οργανιςμοφσ *2+. Ο κφκλοσ του αηϊτου και οι μετατροπζσ που υφίςταται ςτο 
περιβάλλον οφείλονται ςε βιοτικζσ διεργαςίεσ (Εικόνα 1) *2+.   
 
 
Οι βαςικότερεσ από αυτζσ τισ βιοτικζσ μετατροπζσ του αηϊτου ςτο περιβάλλον είναι: 
 Αηωτοδζςμευςθ  
 Αμμωνιοποίθςθ/Ανοργανοποίθςθ  
 Νιτροποίθςθ  
 Απονιτροποίθςθ  
Εικόνα 1. Ο κφκλοσ του αηϊτου. https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Nitrogen_Cycle.svg 
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Θ αηωτοδζςμευςθ είναι θ μετατροπι του ατμοςφαιρικοφ μοριακοφ αηϊτου (Ν2) ςε άλλεσ 
αηωτοφχεσ ενϊςεισ (αμμωνία, νιτρϊδθ ιόντα, νιτρικά ιόντα). Διακρίνονται δφο τφποι 
αηωτοδζςμευςθσ: θ φυςικι και θ βιολογικι. ΢τθ φυςικι αηωτοδζςμευςθ το άηωτο τθσ 
ατμοςφαίρασ ενϊνεται είτε με το υδρογόνο των υδρατμϊν, ςχθματίηοντασ αμμωνία, είτε 
με το οξυγόνο, ςχθματίηοντασ νιτρικά ιόντα:    
 
 
 
Θ πραγματοποίθςθ αυτϊν των χθμικϊν αντιδράςεων απαιτεί ενζργεια, θ οποία παρζχεται 
από τισ θλεκτρικζσ εκκενϊςεισ (κεραυνοί). Οι αηωτοφχεσ ενϊςεισ που παράγονται λόγω τθσ 
υδατοδιαλυτότθτασ, που τισ χαρακτθρίηει, μεταφζρονται με τθ βροχι ςτο ζδαφοσ, απ’όπου 
ςτθ ςυνζχεια προςλαμβάνονται από τα φυτά. Ο τφποσ αυτόσ τθσ αηωτοδζςμευςθσ 
ςυνειςφζρει μόνο το 10% τθσ αμμωνίασ και των νιτρικϊν ιόντων που μεταφζρονται ςτα 
οικοςυςτιματα [2+, ενϊ το υπόλοιπο 90% των αηωτοφχων αυτϊν ενϊςεων προζρχεται από 
τθ βιολογικι αηωτοδζςμευςθ. Θ βιολογικι αηωτοδζςμευςθ είναι θ διεργαςία κατά τθν 
οποία οριςμζνοι μικροοργανιςμοί δεςμεφουν το ατμοςφαιρικό άηωτο και το μετατρζπουν 
ςε αμμωνία. Οι μικροοργανιςμοί που ζχουν τθν ικανότθτα να αηωτοδεςμεφουν είναι 
ελεφκερα ηϊντα βακτιρια, που ανικουν ςε διάφορα γζνθ όπωσ Azotobacter, Azospirilum, 
Azomonas, Azococcus αλλά και Pseudomonas, Stenotrophomonas, Ochrobactrum, και 
ςυμβιωτικά βακτιρια, των γενϊν Rhizobium, Bradyrhizobium, κακϊσ και ακτινοβακτιρια 
του γζνουσ Frankia. Θ ενζργεια που απαιτείται για τθ βιολογικι αηωτοδζςμευςθ παρζχεται 
ςτουσ ελεφκερουσ μικροοργανιςμοφσ από τθν αναπνοι με τθ διάςπαςθ τθσ γλυκόηθσ και 
ςτουσ ςυμβιωτικοφσ μικροοργανιςμοφσ από υδατάνκρακεσ προερχόμενουσ από το φυτό με 
το οποίο ςυμβιϊνουν *1,2+. 
Θ αμμωνιοποίθςθ ι ανοργανοποίθςθ είναι θ διαδικαςία μετατροπισ οργανικϊν ενϊςεων 
ςε αμμωνία από διαφορετικά είδθ μικροοργανιςμϊν. Σο άηωτο είναι ζνα από τα ςτοιχεία 
που ςυναντϊνται ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ ςτθν οργανικι φλθ, είτε ςτα περιττϊματα των 
ηϊων, είτε ςε νεκροφσ ιςτοφσ κάκε οργανιςμοφ. Οι ενϊςεισ του αηϊτου που κυριαρχοφν 
ςτουσ οργανιςμοφσ είναι μεγαλομοριακζσ ενϊςεισ πλοφςιεσ ςε ενζργεια, κυρίωσ πρωτεΐνεσ. 
Κατά τθν αμμωνιοποίθςθ, ενϊςεισ όπωσ οι πρωτεΐνεσ, τα αμινοξζα, θ ουρία αλλά και 
ςυςτατικά των κυτταρικϊν τοιχωμάτων βακτθρίων μετατρζπονται ςε αμμωνία με τθν 
δράςθ υδρολυτικϊν ενηφμων (ουρεάςεσ, αμινοπεπτιδάςεσ) που παράγονται από 
μικροοργανιςμοφσ του εδάφουσ. Θ τφχθ τθσ παραγόμενθσ αμμωνίασ εξαρτάται από τισ 
απαιτιςεισ των μικροοργανιςμϊν του εδάφουσ *1,2+.  
Θ νιτροποίθςθ είναι θ διαδικαςία μετατροπισ τθσ αμμωνίασ ςε νιτρικά και νιτρϊδθ ιόντα. 
Θ αμμωνία που βρίςκεται ςτο ζδαφοσ, οξειδϊνεται  ςε νιτρϊδθ ιόντα τα οποία με τθ ςειρά 
τουσ μετατρζπονται ςε νιτρικά ιόντα. Προκειμζνου να πραγματοποιθκεί θ διαδικαςία τθσ 
νιτροποίθςθσ απαιτείται θ δράςθ εξειδικευμζνων μικροοργανιςμϊν που διακζτουν τα 
απαραίτθτα ζνηυμα. Θ πλειοψθφία των φυτϊν παραλαμβάνει το απαιτοφμενο άηωτο υπό 
τθ μορφι των νιτρικϊν ιόντων, τα οποία ςτθ ςυνζχεια κα αναχκοφν ςτο εςωτερικό των 
κυττάρων ςε αμμωνία, αμινοξζα και πρωτεΐνεσ *1,2+. 
Ν2 + 3 Θ2        2 ΝΘ3 
Ν2 + 3 Ο2        2 ΝΟ3
- 
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Θ απονιτροποίθςθ είναι θ διαδικαςία με τθν οποία τα νιτρικά ιόντα ανάγονται υπό  
αναερόβιεσ ςυνκικεσ ςε μονοξείδιο του αηϊτου (ΝΟ), υποξείδιο του αηϊτου (Ν2Ο) και 
ατμοςφαιρικό άηωτο (Ν2), το οποίο τελικά απελευκερϊνεται ςτθν ατμόςφαιρα (Εικόνα 2).  
Θ διαδικαςία αυτι πραγματοποιείται από μικροοργανιςμοφσ που διακζτουν το κατάλλθλο 
γενετικό υπόβακρο για τθν παραγωγι των ενηφμων που ςυμμετζχουν ςτθν 
απονιτροποίθςθ. Σζτοιοι μικροοργανιςμοί είναι ετερότροφα βακτιρια και βακτιρια από 
διάφορα γζνθ όπωσ Pseudomonas, Bacillus, Agrobacterium, Thiobacillus, Rhizobium, 
Azospirilum, Halobacterium, Paracoccus [1,2]. 
 
2 ΝΟ3
-                                                  2 ΝΟ2
-                                        2 ΝΟ                                          Ν2Ο 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
νιτρικι 
οξυδοαναγωγάςθ 
νιτρϊδθσ 
οξειδοαναγωγάςθ 
οξειδοαναγωγάςθ του 
μονοξειδίου του 
αηϊτου  
οξειδοαναγωγάςθ 
του υποξειδίου του 
αηϊτου  
Ν2 
Εικόνα 2. Αντιδράςεισ μετατροπισ νιτρικϊν ιόντων ςε ατμοςφαιρικό άηωτο (απονιτροποίθςθ). 
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1.2 Νιτροποίθςθ 
1.2.1 Μθχανιςμόσ τθσ νιτροποίθςθσ  
Θ νιτροποίθςθ αποτελεί μια από τισ βαςικότερεσ βιοτικζσ μετατροπζσ του αηϊτου και είναι   
τεράςτιασ ςθμαςίασ για τθν ολοκλιρωςθ του κφκλου του. Θ νιτροποίθςθ οδθγεί ςτθ 
μετατροπι τθσ αμμωνίασ (ΝΘ3) ςτθν οξειδωμζνθ και περιςςότερο αφομοιϊςιμθ μορφι 
αηϊτου, τα νιτρικά ιόντα (ΝΟ3
-), με ςυνζπεια τθν αυξθμζνθ διακεςιμότθτα αηϊτου για τα 
φυτά και τθ διατιρθςθ τθσ γονιμότθτασ του εδάφουσ *2,3]. Οι μικροοργανιςμοί αλλά και τα 
ζνηυμα που ςυμμετζχουν ςτθν νιτροποίθςθ ζχουν μελετθκεί διεξοδικά, εξαιτίασ τθσ ηωτικισ 
οικονομικισ ςθμαςίασ και τθσ περιβαλλοντικισ ςπουδαιότθτασ τθσ διαδικαςίασ αυτισ *4+. 
Θ νιτροποίθςθ πραγματοποιείται ςε δφο διακριτά ςτάδια (Εικόνα 3) [2]: 
I. τθ νιτρωδοποίθςθ, που περιλαμβάνει τθν οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ (ΝΘ3) προσ 
νιτρϊδθ ιόντα (ΝΟ2
-), και αποτελεί το ρυκμό-κακοριςτικό ςτάδιο τθσ νιτροποίθςθσ,  
ΝΘ4
+  + ½ Ο2                          ΝΟ2
- + 2 H+ + H2O + ενζργεια 
II. τθ νιτρικοποίθςθ, που περιλαμβάνει τθν οξείδωςθ των νιτρωδϊν ιόντων (ΝΟ2
-) προσ 
νιτρικά ιόντα (ΝΟ3
-) 
 
                          ΝΟ2
-  + ½ Ο2                  ΝΟ3
-  + ενζργεια 
 
Θ  νιτρωδοποίθςθ ωσ διαδικαςία διαχωρίηεται ςε  δφο επιμζρουσ βιοχθμικά ςτάδια *2,5] : 
I. τθν οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ (ΝΘ3) ι των αμμωνιακϊν ιόντων (ΝΘ4
+) προσ 
υδροξυλαμίνθ (ΝΘ2ΟΘ) με τθ δράςθ του ενηφμου τθσ μονοοξυγενάςθσ τθσ 
αμμωνίασ (ΑΜΟ)  
II. τθν οξείδωςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΝΘ2ΟΘ) προσ νιτρϊδθ ιόντα (ΝΟ2
-) με τθ 
δράςθ του ενηφμου τθσ οξειδοαναγωγάςθσ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΘΑΟ). 
Θ νιτρικοποίθςθ περιλαμβάνει τθ μετατροπι των νιτρωδϊν ιόντων (ΝΟ2
-), που παράγονται 
κατά τθν νιτρωδοποίθςθ, ςε νιτρικά ιόντα (ΝΟ3
-) με τθ δράςθ του ενηφμου τθσ νιτρϊδθσ 
οξειδοαναγωγάςθ (NΧR) [2,6]. 
 
 
 
Εικόνα 3. Σα ςτάδια τθσ νιτροποίθςθσ. 
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Θ νιτροποίθςθ επιτελείται από μικροοργανιςμοφσ που διακζτουν το κατάλλθλο γενετικό 
υπόβακρο για τθν παραγωγι των ενηφμων μονοοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ), 
οξειδοαναγωγάςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΘΑΟ), νιτρϊδθ οξειδοαναγωγάςθ (NXR). Θ 
μονοοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) είναι μια διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ με τρείσ 
πολυπεπτιδικζσ υπομονάδεσ, που κωδικοποιοφνται από τα γονίδια amoA, amoB, amoC του 
οπερονίου amoCAB, και παράγεται ςε νιτρωδοποιθτικά βακτιρια και αρχαία. Προκειμζνου 
να λειτουργιςει το ζνηυμο απαιτεί δφο θλεκτρόνια και τθ ςφνδεςθ χαλκοφ ςτθν υπομονάδα 
amoB [6,8+. Σο ζνηυμο τθσ οξειδοαναγωγάςθσ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΘΑΟ) είναι μια 
ομοτριμερισ πρωτεΐνθ που φζρει 24 δακτυλίουσ αίμθσ και ςυναντάται κυρίωσ ςε AOB [5,6]. 
Θ νιτρϊδθσ οξειδοαναγωγάςθσ (NΧR) είναι μια διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ που φζρει 
δακτυλίουσ αίμθσ και απαντάται ςε νιτρικοποιθτικά βακτιρια *6,8+. 
Με βάςθ τα παραπάνω δεδομζνα μζχρι πρόςφατα θ νιτροποίθςθ κεωροφνταν μια 
αρκρωτι διαδικαςία που πραγματοποιείται ςε δφο βιματα από διακεκριμζνεσ ομάδεσ 
μικροοργανιςμϊν. Ωςτόςο, πρόςφατεσ μελζτεσ των  Daims et al. [7], υπζδειξαν τθν φπαρξθ 
βακτθρίων του γζνουσ Nitrospira sp., που διακζτουν όλεσ τισ αναγκαίεσ γενετικζσ 
πλθροφορίεσ για τθν εκτζλεςθ και των δφο βθμάτων τθσ νιτροποίθςθσ, καταρρίπτοντασ ζτςι 
τθν κεωρία τθσ ‘’αρκρωτισ νιτροποίθςθσ’’. Σα βακτιρια αυτά ονομάςτθκαν Comammox 
(complete ammonia oxidation bacteria) και εντοπίηονται ςε φυςικά και τεχνθτά 
οικοςυςτιματα [31]. 
1.2.2 Μικροοργανιςμοί που ςυμμετζχουν ςτθ νιτροποίθςθ 
  1.2.2.1 Νιτρωδοποιθτικά Βακτιρια (ΑΟΒ) 
Νιτρωδοποιθτικά Βακτιρια (ΑΟΒ) απομονϊκθκαν για πρϊτθ φορά το 1890 *10+. Αρκετζσ 
μελζτεσ οδιγθςαν ςτο ςυμπζραςμα πωσ τα βακτιρια αυτά ανικουν ςτισ κλάςεισ των β-
πρωτεοβακτθρίων και γ-πρωτεοβακτθρίων και κατατάςςονται ςε τρία γζνθ με φυλογζνεςθ 
που βαςίηεται ςτο 16S rRNA. Σα γζνθ αυτά ονομάςτθκαν Nitrosomonas, Nitrosospira, 
Nitrosococcus (Εικόνα 4) [9,11,12]. 
 
Εικόνα 4. Φυλογενετικό δζντρο βαςιςμζνο ςε 16SrRNA αλλθλουχίεσ των βακτθρίων που ςυμμετζχουν 
ςτο κφκλο του αηϊτου. Σα αερόβια νιτρωδοποιθτικά βακτιρια φαίνονται με ςκοφρο γκρι, τα 
νιτρικοποιθτικά βακτιρια με μαφρο και τα αναερόβια βακτιρια με γραμμζσ. *9+ 
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Οι προκαρυωτικοί αυτοί μικροοργανιςμοί διαφζρουν μεταξφ τουσ εξαιτίασ τθσ δομισ των 
μεμβρανϊν τουσ. Χαρακτθριςτικό αποτελεί θ φπαρξθ λιπιδίων ςυνδεδεμζνων με εςτερικό 
δεςμό, που είναι ευάλωτοσ ςτθν υδρόλυςθ και θ φπαρξθ λιπαρϊν οξζων ωσ πλευρικζσ 
αλυςίδεσ *13]. Θ δομι των μεμβρανϊν ςε κάκε μικροοργανιςμό είναι αυτι που κακορίηει 
τθ διαπερατότθτα του κυττάρου και κατά ςυνζπεια τθν ευαιςκθςία ςτισ ξενοβιοτικζσ 
ουςίεσ και τουσ παρεμποδιςτζσ [13]. 
Σα AOB όπωσ αναφζρκθκε και παραπάνω διακζτουν το κατάλλθλο γενετικό υπόβακρο για 
τθν οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ. Μζςω αυτισ τθσ οξείδωςθσ τα AOB προςλαμβάνουν τθν 
απαραίτθτθ ενζργεια για τθν επιβίωςθ τουσ. Θ παραγόμενθ αυτι ενζργεια ςυμβάλει και 
ςτθν κακιλωςθ του CO2, που χρθςιμοποιείται ωσ κφρια πθγι άνκρακα, μζςω του κφκλου 
του Calvin [14]. Με βάςθ λοιπόν αυτά τα ςτοιχεία τα ΑΟΒ χαρακτθρίηονται ωσ 
χθμειολικότροφοι, αυτότροφοι μικροοργανιςμοί *9+. 
Σα ΑΟΒ ςυναντϊνται ςε πολλά χερςαία οικοςυςτιματα όπωσ αγροτικζσ περιοχζσ, λιβάδια, 
δάςθ, αλπικά εδάφ [15], κακϊσ και ςε καλάςςια οικοςυςτιματα [9]. Ωςτόςο, ζχει 
αποδειχκεί ότι είναι πιο ςθμαντικά ςτα αγροτικά οικοςυςτιματα για τθν οξείδωςθ τθσ 
αμμωνίασ [12]. Θ αφκονία τουσ ςτο ζδαφοσ υπολογίηεται ότι κυμαίνεται περίπου μεταξφ 
104-106 κφτταρα ΑΟΒ/g εδάφουσ [15]. Παράγοντεσ όπωσ θ περιεκτικότθτα ςτο ζδαφοσ 
βαρζων μετάλλων, θ παρουςία ι όχι φυτϊν, θ ςυγκζντρωςθ των κρεπτικϊν ςυςτατικϊν και 
το pH του εδάφουσ, μποροφν να αυξιςουν τθν αφκονία και τθ δραςτικότθτα των ΑΟΒ *15+. 
Πρόςφατεσ μελζτεσ από τουσ Nicol et al. [16], ζδειξαν πωσ αφξθςθ του pH του εδάφουσ 
οδθγεί ςε αφξθςθ των μεταγράφων του amoA των AOB [16]. Θ κερμοκραςία είναι ζνασ 
ακόμα παράγοντασ που φαίνεται πωσ επιδρά ςτθν παραγωγι των νιτρωδϊν ιόντων ςτα 
ΑΟΒ [4]. ΢ε κερμοκραςίεσ 25-30oC θ παραγωγι των νιτρωδϊν ιόντων είναι ςχετικά υψθλι 
ενϊ ςε κερμοκραςία 10oC θ ςυγκζντρωςθ των νιτρωδϊν μειϊνεται [17]. 
΢το μθχανιςμό οξείδωςθσ τθσ αμμωνίασ από τα ΑΟΒ ςυμμετζχουν ςθμαντικά ζνηυμα. Ζνα 
από αυτά είναι θ διαμεμβρανικι μονοοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ), που καταλφει τθ 
μετατροπι τθσ αμμωνίασ (ΝΘ3)  ι των αμμωνιακϊν ιόντων (ΝΘ4
+) ςε υδροξυλαμίνθ (ΝΘ2ΟΘ) 
και νερό (Θ2Ο). Προκειμζνου να πραγματοποιθκεί αυτι θ αντίδραςθ απαιτοφνται δφο 
θλεκτρόνια. Θ περιπλαςματικι οξειδοαναγωγάςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΘΑΟ) είναι το 
δεφτερο ζνηυμο που απαιτείται για τθν οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ. Θ αντίδραςθ που καταλφει 
αυτό το ζνηυμο είναι θ μετατροπι τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΝΘ2ΟΘ) ςε νιτρϊδθ ιόντα (ΝΟ2
-), 
αποςπϊντασ τζςςερα θλεκτρόνια, από τα οποία τα δφο μζςω του κυτοχρϊματοσ c 
παραχωροφνται ςτθν μονοοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ). Σα δφο θλεκτρόνια που 
απομζνουν διζρχονται μζςω τθσ αλυςίδασ μεταφοράσ θλεκτρονίων ςτθ τελικι οξειδάςθ για 
τθ δθμιουργία κινθτιριασ δφναμθσ πρωτονίων με τελικό δζκτθ θλεκτρονίων το οξυγόνο Ο2 
(Εικόνα 5) [5,8,9].  
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1.2.2.2 Νιτρωδοποιθτικά Αρχαία (ΑΟΑ) 
Θ δεφτερθ ομάδα μικροοργανιςμϊν που διακζτουν τισ γενετικζσ πλθροφορίεσ για τθν 
οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ είναι τα νιτρωδοποιθτικά Αρχαία (ΑΟΑ). Σο 2005 δθμοςιεφτθκε θ 
πρϊτθ ζρευνα που αναφερόταν ςτο Nitrosopumulis maritumus, το πρϊτο αναγνωριςμζνο 
ΑΟΑ που απομονϊκθκε από καλάςςιο περιβάλλον [18,19]. Σα ΑΟΑ ανικουν ςτο φφλο των 
Thaumarchaeaota, που διαχωρίηεται από τα φφλα Crenarchaeota και Euryarchaeota [20]. 
Μετά από φυλογενετικζσ αναλφςεισ, βαςιςμζνεσ ςτο γονίδιο amoA και ςτα γονίδια 16S και  
23S rRNA, τα AOA κατατάχκθκαν ςτθ κλάςθ Nitrososphaeria. Σα γζνθ ςτα οποία 
κατατάςςονται τα AOA είναι τα: Ca. Nitrosocaldales, Nitrososphaerales, Ca. Nitrosotaleales, 
Nitrosopumilales. Τπάρχει μια επιπλζον ομάδα AOA, θ NT/NP-Incertae sedis, θ οποία ςτα 
φυλογενετικά δζντρα τοποκετείται κοντά ςτθ ρίηα του γζνουσ Nitrosopumilales κακϊσ ιταν 
αδφνατθ θ ταξινόμθςθ τθσ μαηί με το γζνοσ Nitrosopumilales ι με το γζνοσ Ca. 
Nitrosotaleales (Εικόνα 6) [21]. 
 
 
Εικόνα 5. Ο μθχανιςμόσ οξείδωςθσ τθσ αμμωνίασ και θ θλεκτρονιακι 
ροι ςτα νιτρωδοποιθτικά βακτιρια *8+. 
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Θ δομι των μεμβρανϊν των ΑΟΑ διαφζρει από αυτι των ΑΟΒ ςε κυτταρικό και βιοχθμικό 
επίπεδο. ΢τισ μεμβράνεσ των ΑΟΑ οι αλκυλικζσ αλυςίδεσ είναι διακλαδιςμζνεσ 
ιςοπρενοειδισ αλυςίδεσ, ανκεκτικζσ ςε οξειδωτικά μζςα *22,23+ και ςυνδζονται με τον 
κορμό τθσ γλυκερόλθσ με τθ βοικεια αικερικοφ δεςμοφ, ο οποίοσ είναι πιο ανκεκτικόσ ςτθν 
υδρόλυςθ από τον εςτερικό δεςμό, που ςυναντάται ςτισ μεμβράνεσ των ΑΟΒ *3+. Θ δομι 
των μεμβρανϊν κακορίηει όπωσ και ςτα ΑΟΒ τθ διαπερατότθτα των κυττάρων ςε 
ξενοβιοτικζσ ουςίεσ και κατά ςυνζπεια ςε παρεμποδιςτζσ τθσ νιτροποίθςθσ.  
Σα ΑΟΑ φζρουν τα γονίδια για τθν παραγωγι τθσ μονοοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ), 
προκειμζνου να οξειδϊςουν τθν αμμωνία και να προςλάβουν τθν απαραίτθτθ ενζργεια για 
τθν επιβίωςθ τουσ. ΢ε αντίκεςθ όμωσ με τα ΑΟΒ, δεν χρθςιμοποιοφν το κφκλο του Calvin 
για τθ κακιλωςθ του CO2, που αποτελεί πθγι άνκρακα, αλλά το μονοπάτι του                       
3-υδροξυπροπιονικοφ εςτζρα ι του 4-υδροξυβουτιρικοφ εςτζρα *24+. Ζτςι, και τα ΑΟΑ 
χαρακτθρίηονται ωσ χθμειολικότροφοι, αυτότροφοι μικροοργανιςμοί *25]. 
Σα ΑΟΑ βρίςκονται ςυνικωσ ςε μεγαλφτερθ αφκονία τόςο ςτα χερςαία όςο και ςτα 
καλάςςια οικοςυςτιματα ςε ςχζςθ με τα AOB [12]. ΢το ζδαφοσ βρζκθκε να περιζχονται 
περιςςότερα από 107 κφτταρα ΑΟΑ/g εδάφουσ [15]. Σα ΑΟΑ ςυνειςφζρουν περιςςότερο 
ςτθν οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ από τα ΑΟΒ ςε εδάφθ με όξινο pΘ *26+. Σα ΑΟΑ, όπωσ και τα 
ΑΟΒ ςυναντϊνται ςε πολλά χερςαία οικοςυςτιματα όπωσ αγροτικζσ περιοχζσ, λιβάδια, 
δάςθ, αλπικά εδάφθ *15+, αλλά και ςε πολλά καλάςςια οικοςυςτιματα, αποδεικνφοντασ 
πωσ είναι απαραίτθτα για το κφκλο του αηϊτου ςτουσ ωκεανοφσ. ΑΟΑ ζχουν βρεκεί και ςε 
κερμζσ πθγζσ, αλλά και ςε εγκαταςτάςεισ επεξεργαςίασ λυμάτων *4+. Οι παράγοντεσ που 
επθρεάηουν τθν αφκονία και τθ λειτουργικότθτα των ΑΟΒ ςτα διάφορα περιβάλλοντα 
Εικόνα 6. Φυλογενετικι ανάλυςθ AOA μετά από ςυνδυαςμό δεδομζνων που προζκυψαν από 
φυλογενετικζσ αναλφςεισ, βαςιςμζνεσ ςτο γονίδιο amoA και ςτα γονίδια 16S και  23S rRNA 
[21]. 
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επθρεάηουν ςτον ίδιο βακμό και τα ΑΟΑ *15+. Οι αλλαγζσ ςτθ κερμοκραςία μποροφν να 
οδθγιςουν επιπλζον και ςε αλλαγζσ τθσ δομισ τθσ κοινότθτασ των αρχαίων *4+. 
Μετά από αλλθλοφχθςθ του γονιδιϊματοσ των ΑΟΑ επιβεβαιϊκθκε θ φπαρξθ ομόλογων 
γονιδίων amoA, amoB, amoC με αυτά των βακτθρίων, ωςτόςο δεν εντοπίςτθκαν ομόλογα 
γονίδια για το ζνηυμο τθσ οξειδοαναγωγάςθσ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΘΑΟ) [24]. Ζτςι, 
κεωρικθκε πωσ πικανόν θ υδροξυλαμίνθ (ΝΘ2ΟΘ) δεν αποτελεί το ενδιάμεςο προϊόν για 
τθν παραγωγι των νιτρωδϊν ιόντων (ΝΟ2
-). Προτάκθκαν τρία μονοπάτια, με τα δφο από 
αυτά να ζχουν ωσ ενδιάμεςο προϊόν τθν υδροξυλαμίνθ (ΝΘ2ΟΘ), αλλά να διαφζρουν ωσ 
προσ τθν προζλευςθ των θλεκτρονίων που απαιτεί θ μονοοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) 
για να δράςει. Σο ζνα μονοπάτι ςυνάδει με αυτό των AOB, με ζνα ζνηυμο του τφπου CuHAO 
να οξειδϊνει τθν υδροξυλαμίνθ (ΝΘ2ΟΘ) και να παράγονται τζςςερα θλεκτρόνια με τα δφο 
εξ αυτϊν να καταλιγουν ςτθν μονοοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ). ΢το άλλο μονοπάτι 
εικάηεται πωσ θ παράγωγθ του μονοξειδίου του αηϊτου (NO) από τα νιτρϊδθ ιόντα (ΝΟ2
-) 
μζςω του ζνηυμο CuNIR αποτελεί τθν κφρια πθγι θλεκτρονίων για τθν μονοοξυγενάςθ τθσ 
αμμωνίασ (ΑΜΟ) [19,27]. Όςον αφορά το τρίτο μονοπάτι, ωσ ενδιάμεςο προϊόν τθσ 
οξείδωςθσ τθσ αμμωνίασ προτείνεται το νιτροξφλιο (ΘΝΟ), το οποίο οξειδϊνεται ςε 
νιτρϊδθ ιόντα (ΝΟ2
-) [19,27+. Οι Vajralaa et al., [27] ανζφεραν τελικά, πωσ το ενδιάμεςο 
προϊόν που προκφπτει μετά τθ δράςθ τθσ  μονοοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) ςτα ΑΟΑ 
είναι τελικά θ υδροξυλαμίνθ (ΝΘ2ΟΘ), θ οποία παρουςιάηει παρόμοιεσ ιδιότθτεσ με τθν 
παραγόμενθ υδροξυλαμίνθ (ΝΘ2ΟΘ) των ΑΟΒ (Εικόνα 7). Ο τρόποσ ωςτόςο με τον οποίο 
οξειδϊνεται θ υδροξυλαμίνθ (ΝΘ2ΟΘ) ςτα ΑΟΑ δεν ζχει διευκρινιςτεί ακόμα [6]. 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 7. Πικανόσ μθχανιςμόσ οξείδωςθσ τθσ αμμωνίασ από τα νιτρωδοποιθτικά αρχαία *6+. 
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1.2.2.3 Comammox 
Όπωσ αναφζρκθκε και παραπάνω θ κεωρία τθσ ‘’αρκρωτισ νιτροποίθςθσ’’ καταρρίφκθκε 
το 2015 με τθν ανακάλυψθ ενόσ νζου ςτελζχουσ, το Candidatus Nitrospira inopinata, που 
ανικει ςτα Nitrospira και ζχει τθν ικανότθτα να εκτελεί και τα δφο βιματα τθσ νιτροποίθςθσ 
[7,30+. Οι μικροοργανιςμοί αυτοί ονομάςτθκαν Comammox, κατατάςςονται φυλογενετικά 
ςτθν ομάδα των νιτρικοποιθτικϊν βακτθρίων (ΝΟΒ) και ανικουν ςτο γζνοσ των Nitrospira 
(Εικόνα 8) [7]. 
 
 
Οι γονιδιωματικζσ αναλφςεισ ςτο ςτζλεχοσ Ca. N. inopinata απζδειξαν τθν φπαρξθ των 
γονιδίων που είναι απαραίτθτα για τθν παραγωγι του ενηφμου NXR. ΢ε αντίκεςθ, με τα 
νιτρικοποιθτικά βακτιρια (ΝΟΒ) που διακζτουν πζντε παράλογα αντίγραφα των γονιδίων 
nxrAB, το ςτζλεχοσ Ca. N. inopinata διακζτει μόνο ζνα αντίγραφο. Επιπρόςκετα, βρζκθκαν 
και τα γονίδια που απαιτοφνται για τθν παραγωγι των ενηφμων τθσ μονοοξυγενάςθσ τθσ 
αμμωνίασ (ΑΜΟ) και τθσ οξειδοαναγωγάςθσ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΘΑΟ). Βαςικι διαφορά 
μεταξφ των Comammox και των ΑΟΒ είναι θ φπαρξθ, πζραν του οπερονίου amoCAB , δφο 
επιπλζον amoC γονιδίων ςε άλλουσ γενετικοφσ τόπουσ (Εικόνα 9 ) [7,30]. 
 
 
 
Εικόνα 8. Σα βακτθρία που γζνουσ Nitrospira, που αποδεδείχκθκε πωσ ανικουν ςτα comammox.  Οι 
αποχρϊςεισ  μπλε και κόκκινο αντιςτοιχοφν ςτα comammox [29]. 
Εικόνα 9. Οι κζςεισ  των γονιδίων των amoCAB, hao και nxrAB ςτο γονιδίωμα του Candidatus Nitrospira inopinata  [7]. 
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Πρόςφατθ ζρευνα από τουσ Kits et al., [96] αναφζρει πωσ τα Comammox ζχουν υψθλότερθ 
ςυγγζνεια για το υπόςτρωμα τθσ αμμωνίασ, υποδεικνφοντασ πωσ ςε χαμθλζσ 
ςυγκεντρϊςεισ αμμωνίασ αποκτοφν πλεονζκτθμα επιβίωςθσ ζναντι των ΑΟΒ και των ΑΟΑ. 
Μεταγονιδιωματικζσ αναλφςεισ που ακολοφκθςαν ζδειξαν ότι τα Comammox είναι ευρζωσ 
διαδεδομζνα ςε τεχνθτά ςυςτιματα (π.χ. μονάδεσ επεξεργαςίασ υγρϊν αποβλιτων) και ςε 
φυςικά εδαφικά και υδάτινα οικοςυςτιματα [31]. Παρόλα αυτά θ καλλιζργεια τουσ ςε 
κρεπτικά μζςα είναι ιδιαίτερα απαιτθτικι. Για τον λόγο αυτό μζχρι ςιμερα ζχουν 
απομονωκεί μόνο δφο βακτιρια Comammox που προζρχονται από υδάτινα οικοςυςτιματα 
[7,30]. Ωςτόςο, θ φπαρξθ των Nitrospira ςε χερςαία και καλάςςια οικοςυςτιματα, ςε 
αγροτικζσ περιοχζσ, ςε μθχανικά οικοςυςτιματα όπωσ μονάδεσ επεξεργαςίασ πόςιμου 
νεροφ και ςυςτιματα διανομισ και επεξεργαςίασ λυμάτων, ίςωσ προδίδει τθ πικανι 
παρουςία των Comammox ςε αυτά τα περιβάλλοντα *6,7,28,29]. 
Εν κατακλείδι, τα Comammox είναι οι μικροοργανιςμοί που μποροφν να καταλφουν τθ 
μετατροπι τθσ αμμωνίασ (ΝΘ4
+) ςε νιτρικά ιόντα (ΝΟ3
-) κακϊσ διακζτουν το γενετικό υλικό 
για τθν παραγωγι των απαραίτθτων ενηφμων, όμωσ ο ακριβισ οικολογικόσ ρόλοσ τουσ δεν 
ζχει διευκρινιςτεί ακόμα.   
 
1.2.2.4 Anammox 
΢ε ςυνκικεσ ζλλειψθσ οξυγόνο (Ο2), πραγματοποιείται αναερόβια οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ 
από αναερόβια βακτιρια γνωςτά ωσ anammox [25]. Οι μικροοργανιςμοί αυτοί ανικουν ςτο 
φφλο των Planctomycetales [25+, και κατατάςςονται ςε τζςςερα γζνθ : Brocadia, Kuenenia, 
Scalindula και Ammoxoglobus [35]. 
Σα βακτιρια αυτά οξειδϊνουν τθν αμμωνία, χρθςιμοποιϊντασ τα νιτρϊδθ ιόντα (ΝΟ2
-) ωσ 
δζκτθ θλεκτρονίων ζναντι του οξυγόνου (Ο2) [25] και οδθγοφν ςτθ παραγωγι 
ατμοςφαιρικοφ αηϊτου (Ν2) αντί νιτρικϊν ιόντων (ΝΟ3
-) [36]. ΢το μονοπάτι οξείδωςθσ τθσ 
αμμωνίασ το ενδιάμεςο προϊόν είναι θ υδραηίνθ [36], θ οποία με τθ δράςθ του ενηφμου τθσ 
οξειδοαναγωγάςθσ τθσ υδροξυλαμίνθσ  (ΘΑΟ) μετατρζπεται τελικά ςε ατμοςφαιρικό άηωτο 
(Ν2) [35]. Σο ζνηυμο τθσ οξειδοαναγωγάςθσ τθσ υδροξυλαμίνθσ  (ΘΑΟ)  βρίςκεται ςε ζνα 
οριοκετθμζνο τμιμα τθσ μεμβράνθσ, γνωςτό ωσ anammoxosome, το οποίο αποτελεί το 
30% του όγκου του κυττάρου. Σο anammoxosome περιβάλλεται από μεμβράνθ που φζρει 
λιπίδια με 3 ζωσ 5 ςυντθγμζνουσ δακτυλίουσ κυκλοβουτανίου (ladderane λιπίδια)          
(Εικόνα 10) [35]. 
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Σα anammox ζχουν εντοπιςτεί ςε ηϊνεσ με καλάςςια ι παράκτια ιηιματα, ςε εκβολζσ 
ποταμϊν, ςε ηϊνεσ με ελάχιςτό οξυγόνο ςτθ δυτικι Αφρικι, ςτθ Χιλι και ςτο Περοφ, ςε 
καλάςςιο πάγο και ςε λίμνεσ [25]. Σα anammox είναι υπεφκυνα για απϊλεια του αηϊτου ςε 
ποςοςτό 24-67% ςτα καλάςςια ιηιματα και για τθν απϊλεια ςθμαντικϊν κλαςμάτων 
αηϊτου ςτουσ ωκεανοφσ [25]. 
 
1.2.2.5 Νιτρικοποθτικά βακτιρια (ΝΟΒ)  
Σο δεφτερο βιμα τθσ νιτροποίθςθσ, θ νιτρικοποίθςθ, εκτελείται από τα νιτρικοποιθτικά 
βακτιρια (ΝΟΒ). Σα βακτιρια αυτά ανικουν ςτο φφλο των πρωτεοβακτθρίων *32] και 
κατατάςςονται ςτα ακόλουκα ζξι γζνθ: Nitrospira, Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrotoga, 
Nitrospina και Nitrolancetus [33]. Σα γζνθ αυτά ανικουν ςε διαφορετικζσ ομάδεσ των 
πρωτεοβακτθρίων [32] και εμφανίηουν διαφορζσ ςε δομικό και βιοχθμικό επίπεδο [8]. Σο 
κοινό χαρακτθριςτικό όλων των ΝΟΒ είναι θ φπαρξθ των γενετικϊν πλθροφοριϊν για τθν 
παραγωγι του ενηφμου τθσ νιτρϊδουσ οξειδοαναγωγάςθσ (NXR) προκειμζνου να 
πραγματοποιθκεί θ οξείδωςθ των νιτρωδϊν ιόντων (ΝΟ2
-) προσ νιτρικά ιόντα (ΝΟ3
-). Κατά 
τθν αντίδραςθ πζραν τθσ παραγωγισ των νιτρικϊν ιόντων (ΝΟ3
-) παράγονται και δφο 
θλεκτρόνια τα οποία μζςω τθσ αλυςίδασ μεταφοράσ θλεκτρονίων καταλιγουν ςτθν τελικι 
οξειδάςθ για παραγωγι ενζργειασ (Εικόνα 11) [8]. 
 
Εικόνα 10. Ο μθχανιςμόσ δράςθσ των anammox, που οδθγεί ςε παραγωγι αζριου αηϊτου *35]. 
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Tα ΝΟΒ είναι χθμειολικότροφοι, αυτότροφοι μικροοργανιςμοί [34,14]. Θ οξείδωςθ των 
νιτρωδϊν ιόντων (ΝΟ2
-) ςε νιτρικά ιόντα (ΝΟ3
-) ςυμβάλει ςτθν παραγωγι ενζργειασ για τθν 
επιβίωςθ των ΝΟΒ. Θ πθγι άνκρακα για τα  ΝΟΒ είναι το CO2. Ο μθχανιςμόσ κακιλωςθσ 
του CO2 δεν είναι ίδιοσ για όλα τα γζνθ των ΝΟΒ και ςε πολλά από αυτά δεν ζχει κακοριςτεί 
[8]. 
Σο γζνοσ των Nitrospira είναι το πιο ποικιλόμορφο από τα υπόλοιπα γζνθ και ςυναντάται ςε 
μεγαλφτερθ αφκονία. Σα ςτελζχθ των Nitrospira εμφανίηονται ςε πολλά οικοςυςτιματα 
όπωσ ςτο ζδαφοσ, ςτουσ ωκεανοφσ, ςτισ κερμζσ πθγζσ ακόμα και ςε μονάδεσ επεξεργαςίασ 
λυμάτων [34]. 
 
1.2.3 Οικονομικι και περιβαλλοντικι ςθμαςία τθσ νιτροποίθςθσ 
Θ νιτροποίθςθ αποτελεί αναπόςπαςτο κομμάτι του κφκλου του αηϊτου και ζχει ιδιαίτερθ 
ςθμαςία για τθ γεωργία, τθ μεταχείριςθ των αγροτικϊν και βιομθχανικϊν αποβλιτων και 
το περιβάλλον.  
Με τθ νιτροποίθςθ διαςφαλίηεται θ μετατροπι τθσ αμμωνίασ (NH3) ι των αμμωνιακϊν 
ιόντων (NH4
+) ςτθν πιο αφομοιϊςιμθ για τα φυτά μορφι του αηϊτου, τα νιτρικά ιόντα   
(NO3
-). Θ μετατροπι αυτι ςυμβάλει ςτθ διατιρθςθ τθσ γονιμότθτασ του εδάφουσ ςε υψθλά 
επίπεδα [3], περιορίηοντασ τθ χριςθ λιπαςμάτων αηϊτου για τον εμπλουτιςμό του 
εδάφουσ. Με αυτόν τον τρόπο μειϊνεται ςθμαντικά ο αρνθτικόσ αντίκτυποσ που 
παρουςιάηει θ χριςθ των λιπαςμάτων ςε περιβαλλοντικό επίπεδο, λόγω τθσ ςυςςϊρευςθσ 
υψθλϊν ποςοτιτων αηϊτου και ςε οικονομικό επίπεδο εξαιτίασ του υψθλοφ τουσ κόςτουσ.  
Παράλλθλα, οι νιτρωδοποιθτικοί μικροοργανιςμοί χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ ςτθν 
βιολογικι επεξεργαςία αγροτικϊν και βιομθχανικϊν αποβλιτων, προκειμζνου να μειωκεί 
το υψθλό φορτίο αηϊτου ςτα απόβλθτα που προκφπτει εξαιτίασ τθσ επζκταςθσ τθσ 
κτθνοτροφίασ, τθσ γεωργίασ και τθσ βιομθχανικισ παραγωγισ αηϊτου. Ζτςι, με τθ 
νιτροποίθςθ αποφεφγεται θ περιβαλλοντικι ρφπανςθ, που προκαλοφν τα απόβλθτα που 
Εικόνα 11. Ο μθχανιςμόσ οξείδωςθσ των νιτρωδϊν ιόντων προσ νιτρικά *8+ . 
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καταλιγουν ςτο ζδαφοσ, από τθ ςυςςϊρευςθ τοξικϊν αλάτων αμμωνίασ [9]. Θ παρουςία 
τθσ αμμωνίασ ςτο ζδαφοσ για μεγάλα χρονικά διαςτιματα μπορεί να οδθγιςει ςε εκπομπι 
αζριασ αμμωνίασ, θ οποία ςχθματίηεται όταν τα αμμωνιακά ιόντα βρίςκονται ςε αλκαλικό 
pH [41]. Θ εκπομπι τθσ αζριασ αμμωνίασ είναι πικανό να προκαλζςει ςοβαρά 
περιβαλλοντικά προβλιματα όπωσ μόλυνςθ του νεροφ, ευτροφιςμό και μείωςθ του pH του 
εδάφουσ, επθρεάηοντασ ζτςι τθν ανάπτυξθ των φυτϊν και των μικροοργανιςμϊν *40]. 
Θ νιτροποίθςθ ωςτόςο, επιφζρει και αρνθτικζσ ςυνζπειεσ ςτο περιβάλλον, κακϊσ ςυμβάλει 
ςτισ απϊλειεσ του αηϊτου από τα αγροτικά οικοςυςτιματα διαμζςου τθσ ζκπλυςθσ των 
παραγόμενων NO3
- και τθσ  παραγωγισ και εκπομπισ αζριων μορφϊν αηϊτου (N2O, NO, 
N2). Θ ζκπλυςθ των παραγόμενων νιτρικϊν ιόντων, μπορεί να οδθγιςει ςε ρφπανςθ των 
επιφανειακϊν υδάτων αλλά και του υπόγειου υδροφόρου ορίηοντα με τελικό αποτζλεςμα 
τον ευτροφιςμό, ενϊ ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ μπορεί να δθμιουργιςει προβλιματα ςτθν 
ανκρϊπινθ υγεία [38]. Παράλλθλα, τα παραγόμενα νιτρικά ιόντα ακολουκϊντασ τον κφκλο 
του Ν, υπόκεινται ςτισ αντιδράςεισ τθσ απονιτροποίθςθσ οδθγϊντασ ςε παραγωγι αερίων 
αηωτοφχων ενϊςεων όπωσ το μονοξείδιο του αηϊτου (NO), το υποξείδιο του αηϊτου (N2O) 
και το ατμοςφαιρικό άηωτο (Ν2), που αποτελοφν ατμοςφαιρικοφσ ρφπουσ. Μζςω τθσ 
εκπομπισ αυτϊν των ενϊςεων ςτθν ατμόςφαιρα  εντείνεται το πρόβλθμα του φαινομζνου 
του κερμοκθπίου αλλά και τθσ τρφπασ του όηοντοσ [42]. Για τθν αντιμετϊπιςθ των 
αρνθτικϊν επιπτϊςεων τθσ νιτροποίθςθσ αναπτφχκθκαν διάφορεσ τεχνολογίεσ «ελζγχου» 
των διεργαςιϊν του κφκλου του Ν. 
 
1.3 Παρεμποδιςτζσ νιτροποίθςθσ (ΠΝ) 
Ετθςίωσ περίπου 107 τόνοι αηωτοφχων λιπαςμάτων χρθςιμοποιοφνται ςτισ 
καλλιεργοφμενεσ εκτάςεισ παγκοςμίωσ, με μόνο το 50% αυτϊν να αφομοιϊνεται από τα 
φυτά [43]. Αποτζλεςμα είναι θ αφξθςθ των διακζςιμων ενϊςεων του Ν που προκφπτουν 
μζςω νιτροποίθςθσ (ΝΟ3
-) και επακόλουκθσ απονιτροποίθςθσ (ΝxO) ςε μείηονεσ ρφπουσ. 
Με βάςθ αυτά τα δεδομζνα αναπτφχκθκαν διάφορεσ τεχνολογίεσ «ελζγχου» των 
διεργαςιϊν του κφκλου του Ν, που αναφζρονται ωσ αηωτοφχα λιπάςματα βελτιωμζνθσ 
απόδοςθσ (enhanced-efficiency N-fertilizer) [44], με ςτόχο τθν ταυτόχρονθ αφξθςθ τθσ 
αποδοτικότθτασ χριςθσ του Ν από τα φυτά (nitrogen use efficiency – NUE), και τθν 
ελαχιςτοποίθςθσ των απωλειϊν του Ν. Μία από τισ τεχνολογίεσ αυτζσ είναι θ εφαρμογι 
παρεμποδιςτϊν νιτροποίθςθσ (ΠΝ). Όλοι οι παρεμποδιςτζσ νιτροποίθςθσ που είναι 
διακζςιμοι ςτθν αγορά ςιμερα δρουν ςτο πρϊτο βιμα τθσ νιτροποίθςθσ (νιτρωδοποίθςθ) 
[40,44,45]. 
Θ αποτελεςματικότθτα τθσ εφαρμογισ των ΠΝ εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τισ 
ςυνκικεσ του περιβάλλοντοσ ςτο οποίο χρθςιμοποιοφνται [48,50]. Ζτςι, παράγοντεσ όπωσ θ 
υγραςία του εδάφουσ, το pH και θ κερμοκραςία  ζχουν βρεκεί να επθρεάηουν τθ δράςθ 
τουσ [51]. ΢ε κερμοκραςίεσ μεγαλφτερεσ των 30oC οι ΠΝ εμφανίηουν χαμθλότερθ 
ςτακερότθτα. Παράλλθλα, με τθ κερμοκραςία κακορίηεται και ο ρυκμόσ αποδόμθςθσ τουσ 
από τουσ μικροοργανιςμοφσ του εδάφουσ *52]. Θ υγραςία με τθ ςειρά τθσ κακορίηει το 
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χρόνο παραμονισ και τθ δράςθ των ΠΝ ςτο ζδαφοσ με βάςθ τθν υδατοδιαλυτότθτα τουσ 
[52]. 
Οι ΠΝ, ιδανικά δεν κα πρζπει να επιδροφν ςε άλλουσ μικροοργανιςμοφσ του εδάφουσ 
πζραν από τα βακτιρια και τα αρχαία που ςυμμετζχουν ςτο κφκλο του αηϊτου [53]. Σο 
μζγεκοσ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ οφείλεται ςτα δομικά και βιοχθμικά χαρακτθριςτικά του 
εκάςτοτε μικροοργανιςμοφ. Γενικά, τα ΑΟΑ φαίνεται να εμφανίηουν μικρότερθ ευαιςκθςία 
ςτουσ ΠΝ ςε ςχζςθ με τα ΑΟΒ εξαιτίασ κεμελιωδϊν κυτταρικϊν και μεταβολικϊν τουσ 
διαφορϊν *51+.  Ωςτόςο, οι διακζςιμεσ πλθροφορίεσ ςχετικά με τθ δράςθ των ΠΝ ςτα ΑΟΑ 
είναι περιοριςμζνεσ ςε ςχζςθ με τισ αντίςτοιχεσ για τα ΑΟΒ *54]. 
Οι ΠΝ διακρίνονται ςε δφο κατθγορίεσ, ςτουσ βιολογικοφσ (BΠΝ) και τουσ ςυνκετικοφσ 
παρεμποδιςτζσ νιτροποίθςθσ (΢ΠΝ). 
Οι ΒΠΝ παράγονται από τα φυτά. Απαραίτθτθ προχπόκεςθ για τθν ζκκριςθ των BΠΝ  από 
τισ ρίηεσ των φυτϊν, αποτελεί θ ανάπτυξθ των φυτϊν παρουςία αμμωνιακϊν ιόντων (ΝΘ4
+) 
[55]. Οι περιςςότεροι ΒΠΝ δρουν και αναςτζλλουν τα ζνηυμα τθσ μονοξυγενάςθσ τθσ 
αμμωνίασ (ΑΜΟ) και τθσ οξειδοαναγωγάςθσ τθσ υδοξυλαμίνθσ (ΘΑΟ) [6,55], ωςτόςο ο 
μθχανιςμόσ αυτόσ κακ’ αυτόσ είναι ακόμα άγνωςτοσ [56].  Θ απελευκζρωςθ των ΒΠΝ ςε 
ςυγκεκριμζνο χϊρο και χρόνο, ανάλογα με τισ απαιτιςεισ, τουσ προςδίδει πλεονζκτθμα 
ζναντι των ΢ΠΝ, των οποίων τα αποτελζςματα είναι βραχυπρόκεςμα και εξαρτϊνται από 
ςυνκικεσ όπωσ θ ςυγκζντρωςθ των αμμωνιακϊν ιόντων (ΝΘ4
+), θ κερμοκραςία, θ υγραςία 
του εδάφουσ και το pH [6,56]. Όςον αφορά το χϊρο ζκκριςθσ των ΒΠΝ, αυτόσ είναι θ 
περιοχι τθσ ριηόςφαιρασ όπου παρατθρείται υψθλι δραςτθριότθτα οξείδωςθσ τθσ 
αμμωνίασ *56]. Θ αντίδραςθ αυτι των φυτϊν είναι πικανόν να οφείλεται ςτον ανταγωνιςμό 
για το διακζςιμο αηϊτου ςτο ζδαφοσ, με τουσ μικροοργανιςμοφσ [57]. Αρκετζσ μελζτεσ 
υποςτθρίηουν τθν παρουςία ΒΠΝ ςε πολλά οικοςυςτιματα και πολλά είδθ φυτϊν [56]. Θ 
παρεμπόδιςθ τθσ νιτροποίθςθσ με BΠΝ, χρθςιμοποιικθκε προκειμζνου να επεξθγθκεί πωσ 
το ίδιο το περιβάλλον ελζγχει τθ ςυγκζντρωςθ των αμμωνιακϊν ιόντων (ΝΘ4
+) και των 
νιτρικϊν ιόντων (ΝΟ3
-) ςτο ζδαφοσ [56]. Θ απελευκζρωςθ των ΒΠΝ  λαμβάνει χϊρα ςτα 
τριχίδια των ριηϊν. Θ ζκκριςθ μπορεί να ςυμβεί μζςω ειδικϊν μεταφορζων, 
αντιμεταφορζων, διάχυςθσ και εξωκυττάρωςθσ *56]. Σο  pH είναι ζνασ βαςικόσ παράγοντασ 
που κακορίηει τθ δράςθ και το είδοσ των BΠΝ που απελευκερϊνονται από τα φυτά *56,58]. 
Οι ΒΠΝ που ζχουν απομονωκεί προσ το παρόν από τισ ρίηεσ φυτϊν είναι [56]:  
I. Sorgoleone 
II. Sakuranetin 
III. methyl 3-(4-hydroxyphenyl) propionate (MHPP) 
IV. Brachialactone 
V. 1,9-Decanediol 
VI. Λινολενικό οξφ (LA) 
VII. Λινελαϊκό οξφ (LN) 
VIII. Σερπενοειδι 
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Σο φυτό Sorghum bicolor μζςω των ριηϊν του απελευκερϊνει τον ΒΠΝ, Sorgoleone           
(Εικόνα 12). Ο παρεμποδιςτισ αυτόσ είναι μια p-βενηοκινόνθ [56], που χαρακτθρίηεται από 
τθν φπαρξθ μιασ υδροκινόνθσ για κεφαλι και για ουρά ζνα λιπαρό οξφ που καταλιγει ςε 
διπλό δεςμό [59]. Σο  Sorgoleone είναι μια υδρόφοβθ ζνωςθ γι’ αυτό και παραμζνει κοντά 
ςτθ ρίηα μετά τθν ζκκριςθ του [59]. Θ δράςθ του αναςτολζα αςκείται τόςο ςτθ 
μονοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) όςο και ςτθν οξειδοαναγωγάςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ 
(ΘΑΟ) [59,59]. Παράλλθλα, αυτι θ ζνωςθ χρθςιμοποιείται και ωσ ιςχυρό ηιηανιοκτόνο [56]. 
Θ Sakuranetin είναι μια ακόμα ουςία που δρα ωσ ΒΠΝ (Εικόνα 12). Εκκρίνεται και αυτι θ 
ουςία από το φυτό Sorghum bicolor και είναι μια υδροφιλικι φλαβόνθ που κινείται 
περαιτζρω από το ςθμείο ζκκριςθσ λόγω τθσ διαλυτότθτασ τθσ ςτο νερό, βελτιϊνοντασ ζτςι 
τθν ικανότθτα τθσ να ελζγχει τθ νιτροποίθςθ πζραν τθσ ριηόςφαιρασ [56,59]. Ωσ ΠΝ δρα ςτθ 
μονοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) και ςτθν οξειδοαναγωγάςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΘΑΟ) 
[56,59]. Ζνα επιπλζον χαρακτθριςτικό αυτισ τθσ ουςίασ είναι ότι δρα ωσ φυτοαλεξίνθ, 
ςυμβάλλοντασ ζτςι ςτθν άμυνα των φυτϊν και ιδιαίτερα του ρυηιοφ [56]. 
Ο πρϊτοσ βιολογικόσ αναςτολζασ νιτροποίθςθσ απομονϊκθκε το 2008 από το φυτό  
Sorghum bicolor και ιταν το methyl 3-(4-hydroxyphenyl) propionate (MHPP) (Εικόνα 12).  Θ 
ζνωςθ αυτι είναι ζνα υδρόφιλο φαινυλοπροπανοειδζσ με μζτρια δραςτικότθτα ωσ ΠΝ [56]. 
Θ δράςθ του περιορίηεται ςτθν αναςτολι τθσ  μονοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) [56]. Σο 
MHPP δρα επιπρόςκετα, ςτον ορμονικό ζλεγχο τθσ ανάπτυξθσ  τθσ ρίηασ ςτο φυτό 
Arabidopsis thaliana [56]. Σο MHPP παρουςιάηει αςκενζςτερθ δραςτικότθτα και από τθ 
Sorgoleone και από τθ Sakuranetin. Ωςτόςο, θ Sakuranetin είναι ιςχυρότερθ και από τθ  
Sorgoleone [56]. 
Θ Brachialactone κεωρείται ο πιο ςθμαντικόσ ΒΠΝ ςτο φυτό Brachiaria humidicola          
(Εικόνα 12) [56]. Θ ζνωςθ αυτι είναι ζνα κυκλικό δι-τερπζνιο που δρα και αναςτζλλει τόςο 
ςτθ μονοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) όςο και ςτθν οξειδοαναγωγάςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ 
(ΘΑΟ) [56]. 
Ο πιο πρόςφατα απομονωμζνοσ ΒΠΝ είναι θ 1,9-Decanediol (Εικόνα 12). Θ ζνωςθ αυτι 
απομονϊκθκε από το ρφηι και αποτελεί μια λιπαρι αλκοόλθ. Θ παρεμπόδιςθ τθσ 
νιτροποίθςθσ που επιφζρει οφείλεται ςτθ δράςθ τθσ ςτο ζνηυμο τθσ μονοξυγενάςθσ τθσ 
αμμωνίασ (ΑΜΟ) [56]. 
Ωσ ΒΠΝ μποροφν να δράςουν και ενϊςεισ ακόρεςτων λιπαρϊν οξζων που βρίςκονται ςτο 
φυτό  Brachiaria humidicola. Σζτοιεσ ενϊςεισ αποτελοφν το λινολενικό οξφ (LA) και το 
λινελαϊκό οξφ (LN). Οι ενϊςεισ αυτζσ δρουν και αναςτζλλουν και τα δφο ζνηυμα τισ 
νιτρωδοποίθςθσ. Θ δράςθ τουσ ωςτόςο, είναι αρκετά αςκενισ [58]. 
Σα τερπενοειδι ςε μεγάλεσ ποςότθτεσ μποροφν να παρεμποδίςουν τθ νιτροποίθςθ. 
Ωςτόςο, οι κφριεσ λειτουργίεσ αυτϊν των ενϊςεων ςχετίηονται με ενδοκυτταρικζσ 
δραςτθριότθτεσ και τθν άμυνα του φυτοφ [56]. Τψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ μονοτερπενοειδϊν, 
ςε ςυγκεκριμζνα οικοςυςτιματα, ζχουν τθ δυνατότθτα να αναςτζλλουν τθ νιτροποίθςθ 
μζςω απενεργοποίθςθσ τθσ μονοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) [58]. 
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Γενικά, ενϊςεισ όπωσ φαινφλια, μεκφλια [58] μεκυλικοί και αικερικοί εςτζρεσ [56] ζχει 
αποδειχκεί πωσ ζχουν τθ δυνατότθτα να παρεμποδίηουν τθ νιτροποίθςθ, δρϊντασ είτε ςτθ 
μονοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) είτε ςτθν οξειδοαναγωγάςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΘΑΟ). 
 Εν κατακλείδι, οι ΒΠΝ  ζχουν τθ δυνατότθτα να μειϊνουν τθν απϊλεια του αηϊτου και να 
αυξάνουν τθν αποδοτικότθτα χριςθσ του αηϊτου (NUE). ΢υνεπϊσ, θ εκμετάλλευςθ τθσ 
δυνατότθτασ κάποιων φυτϊν να εκκρίνουν ουςίεσ που δρουν ωσ ΠΝ, ίςωσ αποτελεί μια 
ςθμαντικι γεωργικι πρακτικι, με τθ οποία κα μειωκοφν οι απϊλειεσ αηϊτου κακϊσ και θ 
χριςθ των ΢ΠΝ και των πικανϊν αρνθτικϊν ςυνεπειϊν τουσ για το περιβάλλον. 
 
 
 
Θ δεφτερθ κατθγορία ΠΝ είναι οι ςυνκετικοί (΢ΠΝ). Οι παρεμποδιςτζσ αυτοί 
ςυντίκενται χθμικά. Θ ςφνκεςθ τουσ υποκινικθκε από τθν ανάγκθ περιοριςμοφ των 
απωλειϊν αηϊτου από τα αγροτικά οικοςυςτιματα, γι’ αυτό και χρθςιμοποιοφνται ςε 
πολφ μεγάλο βακμό ωσ γεωργικι πρακτικι για τθν παρεμπόδιςθ τθσ νιτροποίθςθσ και 
τθν αφξθςθ τθσ αποδοτικότθτασ χριςθσ του αηϊτου (NUE). Ωςτόςο, θ εφαρμογι τουσ 
παρουςιάηει μειονεκτιματα, ςυμπεριλαμβανομζνων των δυςκολιϊν ςτθν εφαρμογι, 
το κόςτοσ εφαρμογισ τουσ, τθ ρφπανςθ και τθν υποβάκμιςθ του εδάφουσ, τθ 
πικανότθτα ειςχϊρθςθσ ςτθν τροφικι αλυςίδα κακϊσ και τθ χαμθλι ςτακερότθτα που 
εμφανίηουν οριςμζνοι από αυτοφσ [56]. Επιπλζον, ο χρόνοσ δράςθσ των ΢ΠΝ είναι 
περιοριςμζνοσ και δεν διαρκεί περιςςότερο από μερικζσ εβδομάδεσ, ςυχνά λιγότερο 
και από μια εβδομάδα [57]. Οι ΢ΠΝ εμφανίηουν υψθλι αποτελεςματικότθτα ςτθ 
μείωςθ εκπομπϊν αζριων μορφϊν αηϊτου, όμωσ είναι πικανό να οδθγιςουν και ςε 
εκπομπι αζριασ αμμωνίασ *56]. 
 
Εικόνα 12. Μερικοί από τουσ βιολογικοφσ παρεμποδιςτζσ τθσ νιτροποίθςθσ, τα φυτά από 
τα οποία παράγονται και το ςθμείο δράςθσ τουσ [56]. 
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Οι κυριότεροι ςτουσ  ΢ΠΝ είναι οι εξισ (Πίνακασ 1): 
I. Dicyandiamide (DCD) 
II. 3,4-Dimethylpyrazole phosphate(DMPP) 
III. Nitrapyrin 
IV. Ακετυλζνιο (C2H2) 
V. Allylthiourea 
VI. 3,4-dimethylpyrazole succinic acid (DMPSA) 
΢υνκετικόσ αναςτολζασ Χθμικι δομι 
 
 
Dicyandiamide (DCD) 
  
 
 
3,4-dimethylpyrazole 
phosphate (DMPP) 
 
 
 
 
2-Chloro-6-(trichloromethyl) pyridine 
(Nitrapyrin) 
 
 
 
 
 
Ακετυλζνιο (C2H2) 
 
 
 
 
Allylthiourea 
       
 
 
 
3,4-dimethylpyrazole succinic acid 
(DMPSA) 
 
 
Πίνακα 1. Οι ςυνκετικοί αναςτολείσ νιτροποίθςθσ με τισ χθμικζσ δομζσ του . 
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Σο Dicyandiamide (DCD) χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ ΠΝ λόγω τθσ ςχετικά υψθλισ 
αποτελεςματικότθτασ του ωσ παρεμποδιςτισ τθσ νιτροποίθςθσ [60]. Δρα ωσ χθλικόσ 
παράγοντασ, απορροφϊντασ το χαλκό που είναι απαραίτθτοσ για τθν ενεργοποίθςθ τθσ 
μονοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) [55]. Παράλλθλα, μπορεί να μπλοκάρει το κυτόχρωμα 
που μεταφζρει τα θλεκτρόνια ςτθν μονοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) [48]. Θ δράςθ του 
DCD επικεντρϊνεται ςτα ΑΟΒ όπου και ζχει παρατθρθκεί ότι μειϊνει τθν αφκονία τουσ 
[55]. Σο DCD είναι μια ζνωςθ διαλυτι ςτο νερό με μεγάλθ κινθτικότθτα ςτο ζδαφοσ          
[49, 61], είναι μθ πτθτικι [60] και εμφανίηει υψθλό κόςτοσ παραγωγισ ςε μεγάλθ κλίμακα 
[49]. Θ εφαρμογι του DCD οδθγεί ςε μείωςθ εκπομπισ υπεροξειδίου του αηϊτου (Ν2Ο) και 
αφξθςθ τθσ παραγωγικότθτασ των καλλιεργειϊν με εξαίρεςθ αυτι των φροφτων [39]. 
Ωςτόςο, το DCD μπορεί να οδθγιςει και ςε εκπομπι αζριασ αμμωνίασ [41], θ οποία 
αντιμετωπίηεται με ςυνδυαςμό του παρεμποδιςτι με λιπάςματα αηϊτου [41]. Επιπλζον, το 
DCD μπορεί να προκαλζςει προβλιματα φυτοτοξικότθτασ ανάλογα με τισ ςυνκικεσ που 
επικρατοφν ςτο περιβάλλον [49]. 
Ζνασ ακόμα ΢ΠΝ που χρθςιμοποιείται ευρζωσ είναι θ ζνωςθ 3,4-Dimethylpyrazole 
phosphate (DMPP) που επίςθσ εμφανίηει υψθλι αποτελεςματικότθτα ςτθν παρεμπόδιςθ 
τθσ νιτροποίθςθσ [60]. Σο DMPP είναι μια ετεροκυκλικι ζνωςθ αηϊτου [61] που δρα ωσ 
χθλικόσ παράγοντασ και απορροφά το χαλκό αναςτζλλοντασ ζτςι τθ μονοξυγενάςθ τθσ 
αμμωνίασ (ΑΜΟ) [55]. Ο παρεμποδιςτισ αυτόσ δρα ςε χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ [49] και 
κεωρείται πιο δραςτικόσ παρεμποδιςτισ από το DCD [61]. Θ δράςθ του είναι πιο ιςχυρι 
ζναντι των ΑΟΒ, όπου και μειϊνει τθν αφκονία τουσ [61]. Σο DMPP είναι μθ πτθτικι ζνωςθ 
[38] με χαμθλι κινθτικότθτα και αργι αποδόμθςθ, αυξάνοντασ με αυτό τον τρόπο το χρόνο 
δράςθσ του [61]. Όπωσ και το DCD ζτςι και το DMPP μειϊνει τθν εκπομπι υπεροξειδίου του 
αηϊτου (Ν2Ο) και αυξάνει τθν παραγωγικότθτα των καλλιεργειϊν με εξαίρεςθ αυτι των 
βοςκοτόπων [39]. Θ αποτελεςματικότθτα του αυξάνεται όταν εφαρμόηεται ςε ςυνδυαςμό 
με λιπάςματα αηϊτου [38]. Σόςο το DMPP όςο και το DCD δεν επθρεάηουν κάποιο άλλο 
μεταβολικό μονοπάτι των μικροοργανιςμϊν περάν αυτοφ τθσ οξείδωςθσ τθσ αμμωνίασ [48]. 
Σο nitrapyrin (NP) ανακαλφφκθκε το 1962 [49]. Δρα ςτο ζνηυμο τθσ μονοξυγενάςθσ τθσ 
αμμωνίασ (ΑΜΟ) [49], αφοφ είναι ζνασ χθλικόσ παράγοντασ [49] που απορροφά το χαλκό 
που απαιτείται για τθν ενεργοποίθςθ του ενηφμου. Σο NP είναι αποτελεςματικό ζναντι τόςο 
των ΑΟΒ όςο και των ΑΟΑ [49,51]. Παράλλθλα, εμφανίηει υψθλότερθ αποτελεςματικότθτα 
από το DCD και όμοια αποτελεςματικότθτα με το DMPP [47], ωςτόςο παρουςιάηει 
μεγαλφτερθ αςτάκεια και από τουσ δφο αναςτολείσ [42]. Ωσ οργανικι ζνωςθ χλωρίου, το 
NP μπορεί να επιφζρει προβλιματα κατά τθν εφαρμογι του κακϊσ είναι μια διαβρωτικι 
ουςία που μπορεί να οδθγιςει ςε τοξικότθτα [49]. ΢ε κατάλλθλεσ ςυνκικεσ και 
ςυγκεντρϊςεισ είναι ζνασ αποτελεςματικόσ ΠΝ. 
Σο ακετυλζνιο (C2H2) είναι ζνασ αποτελεςματικόσ ΠΝ ςε χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ [51]. Ο 
παρεμποδιςτισ αυτόσ δρα ωσ υπόςτρωμα ‘’αυτοκτονίασ’’ τθσ μονοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ 
(ΑΜΟ) [62], κακϊσ ςυνδζεται ςτθν amoA υπομονάδα και εμποδίηει τθ ςφνδεςθ τθσ 
υπομονάδασ amoB [63]. Σο ακετυλζνιο αναςτζλλει αποτελεςματικά και μθ αναςτρζψιμα τθ 
μονοξυγενάςθ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) [63,64]. Θ δράςθ του αςκείται τόςο ςτα ΑΟΒ όςο και 
29 
 
ςτα ΑΟΑ [63+ και είναι πιο ιςχυρι από τθ δράςθ του DCD [51]. Σο ακετυλζνιο δρα και 
μειϊνει τθν απϊλεια του αηϊτου απουςία οξυγόνου [65]. 
H allylthiourea είναι ζνασ χθλικόσ παράγοντασ που αναςτζλλει το ζνηυμο τθσ 
μονοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) [55]. Θ αναςταλτικι δράςθ του είναι μθ αναςτρζψιμθ 
[66]. ΢ε χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ παρεμποδίηει αποτελεςματικά τθ λειτουργία των ΑΟΒ και 
ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ αυτι των ΑΟΑ [67]. ΢ε κάκε περίπτωςθ θ allylthiourea 
παρεμποδίηει αποτελεςματικά τθ νιτροποίθςθ και μειϊνει τισ απϊλειεσ αηϊτου. 
Ζνασ από τουσ νεότερουσ ΠΝ είναι το 3,4-dimethylpyrazole succinic acid (DMPSA). Οι 
αναφορζσ για τον παρεμποδιςτι αυτό είναι περιοριςμζνεσ με αποτζλεςμα ο μθχανιςμόσ 
δράςθσ του να είναι ακόμα άγνωςτοσ [68]. Ωςτόςο, μια πικανι εξιγθςθ τθσ δράςθσ του 
βαςίηεται ςτθ παρουςία τθσ διμεκυλοπυραηόλθσ (DMP), θ οποία απελευκερϊνεται μετά τθ 
διάςπαςθ του DMPSA [68]. Θ δράςθ του όςο αναφορά τθ ροι του υπεροξειδίου του 
αηϊτου (N2O) και τθν παραγωγικότθτα είναι όμοια με αυτι του DMPP [60]. Σο DMPSA 
επιπλζον είναι ςτακερό ςε αλκαλικζσ ςυνκικεσ, γι’ αυτό και μπορεί να ςυνδυάηεται με 
πολλά λιπάςματα αηϊτου [69].  
Θ χριςθ των ΢ΠΝ αποτελεί μια εφκολθ γεωργικι πρακτικι, προκειμζνου να μειωκοφν οι 
απϊλειεσ αηϊτου και να αυξθκεί θ παραγωγικότθτα των καλλιεργειϊν. Θ επιλογι του 
κατάλλθλου παρεμποδιςτι εξαρτάται από τισ ςυνκικεσ του περιβάλλοντοσ [48] και το είδοσ 
των μικροοργανιςμϊν που ςυναντϊνται ςτο ζδαφοσ [48]. Αρκετοί από τουσ ΠΝ, όπωσ τα 
DCD, DMPP, NP και Allylthiourea [6,13] δεν φαίνεται να εμφανίηουν δράςθ ζναντι των ΑΟΑ 
παρά μόνο ςε πολφ υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ κάτι το οποίο μπορεί να οφείλεται ςτθν 
επιλεκτικι δράςθ των ςυγκεκριμζνων παρεμποδιςτϊν ςτα ΑΟΒ ι ςτθν περιοριςμζνθ 
ςυμμετοχι των ΑΟΑ ςτθ νιτροποίθςθ ςτα εδάφθ που εφαρμόηεται ο παρεμποδιςτισ [70]. 
΢υνεπϊσ, είναι ςθμαντικι θ χριςθ ακόμα και θ ανακάλυψθ νζων ΠΝ που κα δρουν τόςο 
ςτα ΑΟΒ όςο και ςτα ΑΟΑ.  
Περαιτζρω μελζτεσ απαιτοφνται ςχετικά με τθν επίδραςθ των ΠΝ ςτα Comammox, αφοφ 
πρϊτα διαλευκανκεί ο ακριβισ οικολογικόσ τουσ ρόλοσ τουσ ςτθ νιτροποίθςθ ςτο ζδαφοσ. 
Ωςτόςο, ςφμφωνα με τισ πρϊτεσ μελζτεσ, ΠΝ όπωσ τα allylthiourea, octyne και chlorate 
μποροφν να παρεμποδίςoυν τθ δράςθ των Comammox [7,30]. 
 
1.4  Σο αντιοξειδωτικό Ethoxyquin  και θ επίδραςθ του ςτθ νιτροποίθςθ 
Θ χριςθ διαφόρων αγροχθμικϊν ουςιϊν αποτελεί κοινι γεωργικι πρακτικι για τθ 
βελτίωςθ και τθν προςταςία των καλλιεργειϊν και τθ διαςφάλιςθ τθσ ποιότθτασ των 
αγροτικϊν προϊόντων. ΢τισ τάξεισ των αγροχθμικϊν ςυμπεριλαμβάνονται ουςίεσ όπωσ τα 
γεωργικά φάρμακα, τα λιπάςματα και τα βελτιωτικά εδάφουσ. Σελικόσ αποδζκτθσ των 
ουςιϊν αυτϊν, ανεξάρτθτα από τον τρόπο χριςθσ και εφαρμογισ τουσ, είναι το ζδαφοσ,  
όπου και αλλθλεπιδροφν με τουσ μικροοργανιςμοφσ του εδάφουσ. Παραδείγματα 
γεωργικϊν φαρμάκων που επιδροφν ςτουσ μικροοργανιςμοφσ του εδάφουσ και ειδικότερα 
ςτουσ νιτρωδοποιθτικοφσ μικροοργανιςμοφσ, που αποτελοφν εν δυνάμει βιοδείκτεσ τθσ 
φυςιολογικισ κατάςταςθσ τθσ μικροβιακισ λειτουργίασ ςτο ζδαφοσ [71], ζχουν ιδθ 
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αναφερκεί ςε προθγοφμενεσ μελζτεσ. Σζτοιεσ περιπτϊςεισ αποτελοφν τα εντομοκτόνα 
chlordane και BHC *72] που βρζκθκαν να αναςτζλλουν το μθχανιςμό τθσ νιτροποίθςθσ και 
να μειϊνουν τθν αφκονία των νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν [72+. Πιο πρόςφατα 
παραδείγματα αποτελοφν το καπνιςτικό εδάφουσ dazomet και το μυκθτοκτόνο ortho-
phenylphenol [73,77] που βρζκθκαν να καταςτζλλουν τθν ζκφραςθ του γονιδίου amoA [73] 
και να επιβραδφνουν το ρυκμό δυνθτικισ νιτροποίθςθσ ςτο ζδαφοσ *77], αντίςτοιχα. 
Σο ethoxyquin (EQ) (1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-trimethyl-quinoline) είναι αντιοξειδωτικό 
τθσ ομάδασ των κινολινϊν [74] που ζχει τθ δυνατότθτα να αναςτζλλει τθν οξείδωςθ των 
λιπιδίων [75]. Θ αντιοξειδωτικι δράςθ του ΕQ ζγκειται ςτθν ιδιότθτα του να αντιδρά άμεςα 
με τισ ελεφκερεσ ρίηεσ οξυγόνου που ςυναντά, κακϊσ παρεμβάλλεται  προςτατεφοντασ 
άλλεσ ενϊςεισ. Σζςςερισ κφριοι μεταβολίτεσ προκφπτουν από τισ αντιδράςεισ οξείδωςθσ 
του ΕQ: 2,4,6-dimethylquinoline, quinοne-imine-N-oxide, quinοne-imine, και ethoxyquin 1,8-
dimer [78]. Σα προϊόντα οξείδωςθσ του ΕQ ζχουν εξίςου αποτελεςματικι αντιοξειδωτικι 
δράςθ, γεγονόσ που διακρίνει το ΕQ από άλλεσ αντιοξειδωτικζσ ουςίεσ [79]. Οι γενικζσ 
ιδιότθτεσ του EQ παρατίκενται ςτο Πίνακα 2. 
Λόγω τθσ αντιοξειδωτικισ του δράςθσ, το  EQ χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ ςυντθρθτικό ςτθ 
βιομθχανία κρεάτων και ψαριϊν και ςτα ςυςκευαςτιρια φροφτων για τθ μεταςυλεκτικι 
προςταςία των μιλων από τθ φυςιολογικι υποβάκμιςθ τθσ ποιότθτασ τουσ, που 
εκδθλϊνεται με τθ μορφι τθσ καςτανόχρωςθσ (scald) τθσ επιδερμίδασ των καρπϊν [74]. Θ 
εφαρμογι του EQ ςτισ μονάδεσ αυτζσ οδθγεί ςτθν παραγωγι μεγάλου όγκου υγρϊν 
αποβλιτων που περιζχουν υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ του EQ και χριηουν επεξεργαςίασ πριν 
τθν οριςτικι απόρριψθ τουσ ςτο περιβάλλον. Εξαιτίασ ωςτόςο του υψθλοφ κόςτουσ που 
ενζχει θ διαχείριςθ των αποβλιτων και τθσ απουςίασ κακιερωμζνου ςυςτιματοσ 
διαχείριςθσ, καταλιγουν τελικά ςτο περιβάλλον μζςω απόρριψθσ ςε γειτονικοφσ υδάτινουσ 
ι εδαφικοφσ φορείσ. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
ΙΔΙΟΣΗΣΕ΢ 
Ονομαςία Ethoxyquin (EQ) 
Χθμικόσ τφποσ C14H19NO 
Μοριακό βάροσ 217.31 g/mol 
΢θμείο βραςμοφ 125 ° C ςε 1-2 mm Hg 
Ειδικό βάροσ 1.028 – 1.032 
 
Πίνακασ 2. Οι ιδιότθτεσ και θ χθμικι δομι του  Ethoxyquin (EQ) 
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Προθγοφμενεσ μελζτεσ που πραγματοποιικθκαν από τθν ερευνθτικι ομάδα του 
εργαςτθρίου Βιοτεχνολογίασ Φυτϊν και Περιβάλλοντοσ (ΒΦΠ) ζδειξαν πωσ το ethoxyquin 
(EQ) ςτο ζδαφοσ οξειδϊνεται ταχφτατα προσ δφο κφρια μεταβολικά προϊόντα, τα quinone 
imine (QI) και 2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline (EQNL) (Πίνακασ 3) [76, 77], που εμφανίηουν 
όμοια αντιοξειδωτικι δράςθ με το ethoxyquin (EQ) [75]. Σο QI αποτελεί τον κφριο 
μεταβολίτθ, ςχθματίηεται ςε υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ και εμφανίηει μικρότερθ 
υπολειμματικότθτα ςε ςχζςθ με το ζμμονο EQNL που αποτελεί το δευτερεφοντα 
μεταβολίτθ και ςχθματίηεται ςε χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ *77]. Ακόλουκεσ μετριςεισ ςε 
μοριακό (RT-q-PCR amoA γονιδίου) και βιοχθμικό επίπεδο (δυνθτικι νιτροποίθςθ) ζδειξαν 
προςωρινι αναςτολι τθσ νιτροποίθςθσ ςτο ζδαφοσ ςε όλεσ τισ μεταχειρίςεισ όπου ο κφριοσ 
μεταβολίτθσ QI εφαρμόςτθκε ι ςχθματίςτθκε (QI, EQ και μίγμα QI+EQNL) [77]. Ωςτόςο, ο 
μθχανιςμόσ δράςθσ των παραπάνω ενϊςεων ςτουσ μικροοργανιςμοφσ που ςυμμετζχουν 
ςτθ νιτροποίθςθ παραμζνει άγνωςτοσ. 
΢τθν παροφςα πτυχιακι διατριβι κα μελετθκεί θ επίδραςθ των μεταβολικϊν προϊόντων 
του EQ, QI και EQNL ςε δφο αντιπροςωπευτικά εδαφογενι ςτελζχθ των ΑΟΒ, τα 
Nitrosomonas europaea και Nitrosospira multiformis. 
 
 
1.5 Νιτρωδοποιθτικα Βακτθρία που μελετικθκαν  
1.5.1 Nitrosomonas europaea 
Σο είδοσ αυτό αποτελεί το πιο μελετθμζνο AOB που ςυμμετζχει ςτο κφκλο του αηϊτου [80]. 
Σο Nitrosomonas europaea είναι ζνα Gram αρνθτικό βακτιριο, που ανικει ςτα β-
πρωτεοβακτιρια και ζχει ςχιμα βακίλου [81]. Απαντάται ςε περιοχζσ με υψθλι 
ςυγκζντρωςθ αμμωνίασ και ανόργανα άλατα, όπωσ το ζδαφοσ, τα λφματα, το γλυκό νερό 
Μεταβολικά προϊόντα EQ Χθμικι δομι 
 
 
2,6-Dihydro-2,2, 4-trimethyl-6-
quinone imine (quinone imine, QI) 
  
 
 
 
 
 
2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline 
(EQNL) 
 
Πίνακασ 3. Χθμικζσ δομζσ μεταβολικϊν προϊόντων του EQ ςτο ζδαφοσ. 
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και ςυχνά ςε ρυπαςμζνεσ περιοχζσ με υψθλά επίπεδα αηωτοφχων ενϊςεων [81]. Όπωσ και 
τα περιςςότερα είδθ του γζνουσ Nitrosomonas, ζτςι και το Nitrosomonas europaea 
αναπτφςςεται βζλτιςτα ςε εφροσ κερμοκραςίασ 20-30oC, εφροσ pH 6-9 [8] και απουςία 
φωτόσ [81]. 
Σο γονιδίωμα του Nitrosomonas europaea είναι οργανωμζνο ςε ζνα κυκλικό χρωμόςωμα. 
Οι αναλφςεισ που πραγματοποιικθκαν υπζδειξαν πωσ το γονιδίωμα διαιρείται ςε δφο 
άνιςα αντίγραφα, από τα οποία παράγονται περίπου 2460 πρωτεΐνεσ [81]. Σο Nitrosomonas 
europaea είναι ζνασ χθμειολικότροφοσ μικροοργανιςμόσ, όπωσ όλα τα AOB. Σο ςτζλεχοσ 
φζρει δφο αντίγραφα του οπερονίου amoCAB για τθ παραγωγι τθσ μονοοξυγενάςθσ τθσ 
αμμωνίασ (ΑΜΟ) προκείμενου να πραγματοποιθκεί θ μετατροπι τθσ αμμωνίασ (ΝΘ3) ι των 
αμμωνιακϊν ιόντων (ΝΘ4
+) ςε υδροξυλαμίνθ (ΝΘ2ΟΘ). Για τθ μετατροπι τθσ υδροξυλαμίνθσ 
(ΝΘ2ΟΘ) ςε νιτρϊδθ ιόντα (ΝΟ2
-) το ςτζλεχοσ διακζτει ζνα αντίγραφο για κάκε υπομονάδα 
του τριμεροφσ ενηφμου τθσ οξειδοαναγωγάςθσ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΘΑΟ) (Εικόνα 13) [81]. 
 
 
Σζλοσ, για παραγωγι N2O φζρει τα απαραίτθτα γονίδια των ενηφμων τθσ νιτρικισ 
οξειδοαναγωγάςθσ (NIR) και τθσ οξειδοαναγωγάςθσ του μονοξειδίου του αηϊτου (NOR) 
[81+. Σο ζνηυμο NOR οδθγεί ςε ςθμαντικι εκπομπι N2O [81,82]. 
Θ πθγι άνκρακα για το ςτζλεχοσ είναι το διοξείδιο του άνκρακα (CO2),  γι’ αυτό και 
κεωρείται αυτότροφοσ μικροοργανιςμόσ. Θ κακιλωςθ του CO2 πραγματοποιείται μζςω του 
κφκλου του Calvin. Παράλλθλα, ςτο ςτζλεχοσ ζχουν ταυτοποιθκεί και τα απαραίτθτα 
γονίδια για τθ γλυκόλυςθ, γλυκονεογζνεςθ και το κφκλο του Krebs. Ο άνκρακασ που 
κακθλϊνεται από το κφκλο του Calvin, χρθςιμοποιείται για να καλφψει τισ απαιτιςεισ του 
ςτελζχουσ ςχετικά με τθ ςφνκεςθ των βιολογικϊν μακρομορίων όπωσ λιπίδια, αμινοξζα, 
ςυςτατικά κυτταρικοφ τοιχϊματοσ. Θ ςφνκεςθ αυτι πραγματοποιείται με τθ δράςθ 
ςυγκεκριμζνων ενηφμων, τα οποία παράγονται από το  N. europaea [81].  
΢ε αντίκεςθ με τθν πλθκϊρα των γονιδίων ςφνκεςθσ, τα γονίδια για το καταβολιςμό 
οργανικϊν ενϊςεων είναι περιοριςμζνα. Κατά τθ γονιδιωματικι ανάλυςθ δεν 
ταυτοποιικθκαν γονίδια καταβολιςμοφ πουρινϊν, πυριμυδινϊν και των περιςςότερων 
αμινοξζων. Παρ’ όλα αυτά γονίδια ενηφμων για το καταβολιςμό των λιπαρϊν οξζων 
ταυτοποιικθκαν ςτο γονιδίωμα του ςτελζχουσ  [81]. 
Σο  N. europaea φζρει επιπλζον, μεγάλο αρικμό γονιδίων για μεταφορείσ ανόργανων 
ςτοιχείων, ενϊ τα ςυςτιματα μεταφοράσ οργανικϊν ςτοιχείων είναι πιο περιοριςμζνα. ΢το 
ςτζλεχοσ παράγονται μεταφορείσ ABC για μεταφορά κειϊκϊν ιόντων, νιτρικϊν ιόντων και 
μερικϊν οργανικϊν ενϊςεων. Επιπλζον, υπάρχουν ςυςτιματα μεταφοράσ μαννόηθσ και 
φρουκτόηθσ κακϊσ και δευτερεφοντεσ μεταφορείσ για μεταφορά χαλκοφ, καλίου και 
Εικόνα 13. Θ διάταξθ των γονιδίων οξείδωςθσ τθσ αμμωνίασ ςτο N. europaea [81]. 
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αμμωνίασ. Θ πρόςλθψθ του ςιδιρου από το περιβάλλον πραγματοποιείται από αρκετοφσ 
υποδοχείσ οι οποίοι ςχετίηονται με περιςςότερα από 20 γονίδια. Ωςτόςο, ςτο ςτζλεχοσ 
ςυναντϊνται γονίδια για τθν παραγωγι μιασ μόνο ςιδθροφόρουσ πρωτεΐνθσ [81]. 
Σο  N. europaea ζχει χρθςιμοποιθκεί ςε αρκετζσ ζρευνεσ για μελζτθ τθσ επίδραςθσ 
διάφορων ΠΝ ςτα AOB. Σα DCD και ΝΡ ςε ςυγκεντρϊςεισ 300 και 1 ppm, αντίςτοιχα, 
βρζκθκαν να αναςτζλλουν αποτελεςματικά τθ παραγωγι νιτρωδϊν ιόντων, προκαλϊντασ 
μείωςθ  κατά 73% και 93%, αντίςτοιχα, ςε ςχζςθ με το μάρτυρα, δρϊντασ ςτο ζνηυμο τθσ 
μονοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ) *83,84+. Σο ακετυλζνιο *62+  και θ allylthiourea [86] ςε 
δόςεισ 20 και 10μΜ, αντίςτοιχα, βρζκθκε να αναςτζλλουν τθν ανάπτυξθ του N. europaea. 
Επιπρόςκετα, μελζτεσ που αφοροφν ςτθ δράςθ των ΒΠΝ που παράγονται από τα φυτά 
Sorghum bicolor και Brachiaria humidicola, ζδειξαν αναςτολι τθσ νιτρωδοποίθςθσ ςτο N. 
europaea. 
1.5.2 Nitrosospira multiformis 
Σο δεφτερο ςτζλεχοσ που χρθςιμοποιικθκε για τθ μελζτθ τθσ δράςθσ των μεταβολικϊν 
προϊόντων του ethoxyquin (EQ), ανικει ςτο είδοσ Nitrosospira multiformis. Σο είδοσ αυτό 
είναι ζνα Gram αρνθτικό βακτιριο που ανικει ςτα β-πρωτεοβακτιρια [88], με ςχιμα λοβοφ 
και με διαμεριςματοποιθμζνο κυτταρόπλαςμα [89]. Σο N. multiformis απομονϊνεται από 
ουδζτερα εδάφθ και παίηει κφριο ρόλο ςτθ χερςαία ολοκλιρωςθ του κφκλου του αηϊτου 
[88]. Όπωσ, τα περιςςότερα ςτελζχθ του γζνουσ Nitrosospira, ζτςι και το N. multiformis 
αναπτφςςεται βζλτιςτα ςε εφροσ κερμοκραςίασ 25-30oC, εφροσ pH 6.6-7.5 ςε αερόβιεσ 
ςυνκικεσ και απουςία φωτόσ [89]. 
Σο γονιδίωμα του N. multiformis είναι οργανωμζνο ςε ζνα κυκλικό χρωμόςωμα και ςε τρία 
πλαςμίδια. ΢υνολικά, παράγονται περίπου 2827 πρωτεΐνεσ από το γονιδίωμα του 
βακτθρίου [90]. Σο N. multiformis, όπωσ και τα ΑΟΒ, είναι χθμειολικότροφοσ 
μικροοργανιςμόσ. Γονιδιωματικζσ αναλφςεισ ζδειξαν τθν φπαρξθ τριϊν αντιγράφων του 
οπερονίου amoCAB και δφο επιπλζον αντιγράφων του γονιδίου amoC για τθν παραγωγι 
τθσ μονοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ), που καταλφει τθν μετατροπι τθσ αμμωνίασ (ΝΘ3) 
ι των αμμωνιακϊν ιόντων (ΝΘ4
+) ςε υδροξυλαμίνθ (ΝΘ2ΟΘ). Ο ίδιοσ αρικμόσ αντιγράφων 
βρζκθκε και για τθν οξειδοαναγωγάςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΘΑΟ), που καταλφει τθ 
μετατροπι τθσ υδροξυλαμίνθσ (ΝΘ2ΟΘ) ςε νιτρϊδθ ιόντα (ΝΟ2
-) [90]. Σζλοσ, για τθ 
παραγωγι N2O από τα νιτρϊδθ ιόντα (NO2
-) φζρει τα απαραίτθτα γονίδια των ενηφμων τθσ 
νιτρικισ οξειδοαναγωγάςθσ (NIR) και τθσ οξειδοαναγωγάςθσ του μονοξειδίου του αηϊτου 
(NOR) [90]. Σα επίπεδα εκπομπισ N2O είναι χαμθλότερα από τα αντίςτοιχα ςτο N.europaea, 
ωςτόςο εξακολουκοφν να είναι ςθμαντικά *90]. 
Σο N. multiformis είναι αυτότροφοσ μικροοργανιςμόσ και διακζτει ζνα αντίγραφο του 
οπερονίου cbb, που περιλαμβάνει όλα τα γονίδια για τθν εκτζλεςθ του κφκλου του Calvin 
μζςω του οποίου γίνεται θ κακιλωςθ του διοξειδίου του άνκρακα (CO2). Ο κακθλωμζνοσ 
άνκρακασ χρθςιμοποιείται προκειμζνου ο μικροοργανιςμόσ να παράγει απαραίτθτα 
βιολογικά μακρομόρια για τθν επιβίωςθ του, όπωσ αμινοξζα, λιπαρά οξζα, ςυςτατικά του 
κυτταρικοφ τοιχϊματοσ [90]. Παράλλθλα, το ςτζλεχοσ διακζτει ςτο γονιδίωμα όλα τα 
απαραίτθτα γονίδια για τθν πραγματοποίθςθ του κφκλου του Krebs κακϊσ και τα γονίδια 
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για τθ γλυκόλυςθ, τθ γλυκονεογζνεςθ και το κφκλο των φωςφορικϊν πεντοηϊν. Μζςω 
αυτϊν των μονοπατιϊν, ο μικροοργανιςμόσ παράγει ενζργεια [90], ωςτόςο θ απαραίτθτθ 
ενζργεια για τθν ανάπτυξθ του ςτελζχουσ παρζχεται αυςτθρά από τθν οξείδωςθ τθσ 
αμμωνίασ [90]. Σο γονιδίωμα του N. multiformis περιζχει μεγάλο αρικμό γονιδίων που 
κωδικοποιοφν μόρια για τθ μεταγωγι ςιματοσ, αποδεικνφοντασ πικανϊσ τθν ικανότθτα του 
οργανιςμοφ να προςαρμόηεται ςτισ περιβαλλοντικζσ μεταβολζσ [39,54,90]. 
Σο N. multiformis φζρει επιπλζον ζνα μεγάλο αρικμό γονιδίων που ςχετίηονται με 
μεταφορείσ ανόργανων και οργανικϊν ςτοιχείων. Με τθ βοικεια γονιδιωματικϊν 
αναλφςεων ταυτοποιικθκαν γονίδια μεταφοράσ ανόργανου αηϊτου, μεταφορείσ ABC που 
ςυμβάλλουν ςτθ πρόςλθψθ πεπτιδίων, φωςφορικϊν ιόντων, ιόντων μαγνθςίου και 
ψευδαργφρου, μεταφορείσ ιόντων και κυρίωσ καλίου. Σζτοιου είδουσ μεταφορείσ καλίου 
δεν εντοπίςτθκαν ςτο γονιδίωμα του N. europaea. Θ μεταφορά του ςιδιρου ςτο N. 
multiformis πραγματοποιείται από ειδικοφσ υποδοχείσ που κωδικοποιοφνται από 29 
περίπου γονίδια ζνασ ςχετικά μικρόσ αρικμόσ ςε ςφγκριςθ με τον αντίςτοιχο αρικμό ςτο N. 
europaea [90]. 
Σο N. multiformis ζχει χρθςιμοποιθκεί ευρζωσ για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ διάφορων ΠΝ 
ςτα ΑΟΒ. ΢φμφωνα με τουσ Shen et al. [13], το NP δεν προκάλεςε ςθμαντικι αναςτολι τθσ 
νιτρωδοποιθτικισ δραςτθριότθτασ του ςτελζχουσ N. multiformis, ακόμα και ςτθν 
υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ που χρθςιμοποιικθκε (173 μΜ) ενϊ αντίκετα θ allylthiourea 
βρζκθκε να προκαλεί ςθμαντικι αναςτολι τθσ νιτρωδοποιθτικισ δραςτθριότθτασ του 
ςτελζχουσ ςε ςυγκεντρϊςεισ 0.2-0.4 μΜ *13+. Επιπρόςκετα, ο παρεμποδιςτισ DCD βρζκθκε 
να προκαλεί μείωςθ του αρικμοφ των αντιγράφων του γονιδίου amoA ςτο N. multiformis 
*13+. ΢τθν ίδια μελζτθ ςυγκζντρωςθ του DCD ίςθ με 100 μΜ προκάλεςε πλιρθ αναςτολι 
τθσ παραγωγισ νιτρωδϊν ιόντων (NO2
-) *13+. Όπωσ το N. europaea ζχει χρθςιμοποιθκεί για 
τθ μελζτθ τθσ δράςθσ ΒΠΝ, ζτςι και το N. multiformis ζχει χρθςιμοποιθκεί  ευρζωσ ςε 
πειραματικζσ μελζτεσ όπου και αποδείχκθκε θ αναςτολι τθσ νιτροποίθςθσ ςτο ςτζλεχοσ 
μετά από εμβολιαςμό με εκχυλίςματα ιςτϊν από τισ ρίηεσ των φυτϊν [56]. 
 
1.6  ΢ΣΟΧΟΙ  
Κφριοσ ςτόχοσ τθσ παροφςασ διατριβισ ιταν θ διερεφνθςθ του επιπζδου αναςτολισ τθσ 
νιτροποίθςθσ ςτα ΑΟΒ από τουσ μεταβολίτεσ του EQ, QI και EQNL. Για το ςκοπό αυτό 
μελετικθκε in vitro θ επίδραςθ των QI και EQNL ςτθν αφξθςθ (αφκονία amoA γονιδίου, 
qPCR) και τθ λειτουργία (παραγωγι ΝΟ2
- ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ) δυο αντιπροςωπευτικϊν 
εδαφογενϊν ςτελεχϊν των ΑΟΒ, Nitrosomonas europaea και Nitrosospira multiformis,  ςε 
ςφγκριςθ  με τουσ γνωςτοφσ και εμπορικά διαδεδομζνουσ ΠΝ, nitapyrin και dicyandiamide 
(DCD). Θ αποδόμθςθ των μελετοφμενων ουςιϊν ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ μελετικθκε 
παράλλθλα, προκειμζνου να ελεγχκεί θ ςτακερότθτα τουσ  ςε αςθπτικζσ, in vitro ςυνκικεσ 
αλλά και για να πραγματοποιθκοφν  πικανζσ ςυςχετίςεισ μεταξφ τθσ υπολειμματικότθτασ 
των ουςιϊν και των παρατθροφμενων μεταβολϊν ςτθν αφκονία και τθ λειτουργία των ΑΟΒ. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2 
2. Πειραματικό μζροσ 
2.1 Καλλιζργεια ςτελεχϊν AOB in vitro 
Σα δφο ςτελζχθ των ΑΟΒ, Nitrosomonas europaea και Nitrosospira multiformis, διατζκθκαν 
από τθν ςυλλογι του Prof. G. Nicol (Ecole Centrale de Lyon, France). Σα παραπάνω ςτελζχθ 
αναπτφχκθκαν αερόβια, χωρίσ ανακίνθςθ, ςε κρεπτικό μζςο Skinner και Walker [91], υπό 
αςθπτικζσ ςυνκικεσ. Σα υλικά που χρθςιμοποιικθκαν και οι τελικζσ τουσ ςυγκεντρϊςεισ 
ςτο μζςο παρατίκενται ςτο Πίνακα 4. 
 
 
ΤΛΙΚΑ 
 
ΣΕΛΙΚΗ ΢ΤΓΚΕΝΣΡΩ΢Η 
 
(NH4)2SO4 
 
1 mM NH4
+ (0.066 g L-1) 
 
KH2PO4 
 
1.47 mM (0.2 g L-1) 
 
CaCl2 2H2O 
 
0.27 mM (0.04 g L-1) 
 
MgSO4 7H2O 
 
0.16 mM (0.04 g L-1) 
 
phenol red (0.05%)/δείκτθσ pH 
 
1.41 μΜ (1 ml L-1) 
 
FeNaEDTA (7.5 mM, in parcel) 
 
7.5 μΜ (1 ml L-1) 
 
Ρυκμιςτικό διάλυμα HEPES (1Μ) 
 
1 mM (1 ml L-1) 
 
Θ επϊαςθ των βακτθρίων ζλαβε χϊρα ςε κερμοκραςία 28 oC και ςκοτάδι. Σο κρεπτικό 
διάλυμα περιείχε ΝΘ4
+, ςε ςυγκζντρωςθ 1mM. Σο pH  του κρεπτικοφ μζςου ρυκμίςτθκε ςε 
τιμι μεταξφ 7.5-8.0 με τθ βοικεια ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ HEPES (1Μ). Θ διατιρθςθ τθσ 
τιμισ του pH ςτα παραπάνω επίπεδα διαπιςτϊνονταν οπτικά από το ελαφρφ ροη χρϊμα 
που εμφανίηει θ υγρι καλλιζργεια ςε αυτζσ τισ ςυνκικεσ. ΢τισ περιπτϊςεισ όπου το pH 
μειωνόταν εξαιτίασ τθσ παραγωγισ των νιτρωδϊν ιόντων (ΝΟ2
-), θ επαναρφκμιςθ του 
πραγματοποιοφνταν με προςκικθ κατάλλθλου όγκου διτανκρακικοφ νατρίου (Na2CO3). 
2.2 Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ 
Θ επίδραςθ των μεταβολικϊν προϊόντων του EQ ςτα επιλεγμζνα ςτελζχθ των ΑΟΒ 
μελετικθκε ςε εφροσ ςυγκεντρϊςεων που κυμαίνονταν μεταξφ 0.27-540 μΜ                   
(0.05-100 mg L-1) και 0.5-500 μΜ (0.1-100 mgL-1), για τα QI και EQNL, αντίςτοιχα                 
(Πίνακασ 5). Σο εφροσ των ςυγκεντρϊςεων επιλζχκθκε με βάςθ τα ευριματα 
προθγοφμενων μελετϊν με μικροκόςμουσ εδάφουσ *77]. Για κάκε μεταχείριςθ, 50 mL από 
το κρεπτικό μζςο μεταφζρονταν από τουσ 4oC όπου διατθροφνταν, ςε γυάλινα μπουκάλια 
Πίνακασ 4. Τλικά και ςυγκεντρϊςεισ  ςτο κρεπτικό μζςο ανάπτυξθσ Skinner και Walker. 
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Duran (100mL) που τοποκετοφνταν ςτουσ 28 oC για λίγεσ ϊρεσ πριν τον εμβολιαςμό. Αφοφ 
το μζςο ζφτανε ςτθν επικυμθτι κερμοκραςία πραγματοποιοφνταν εμβολιαςμόσ του μζςου 
με 1% (o/o) φρζςκιασ καλλιζργειασ των ςτελεχϊν ςτθν εκκετικι φάςθ ανάπτυξθσ. Για κάκε 
μεταχείριςθ χρθςιμοποιικθκαν τρεισ επαναλιψεισ. Παράλλθλα με τα QI και EQNL, 
μελετικθκαν ςυγκριτικά και τα επίπεδα αναςτολισ των γνωςτϊν παρεμποδιςτϊν 
νιτροποίθςθσ, nitrapyrin (NP) και dicyandiamide (DCD). Οι παραπάνω ουςίεσ προςτζκθκαν 
ςτισ καλλιζργειεσ των μικροοργανιςμϊν ςε ςυγκεντρϊςεισ 11.54 mg L-1 (50 μΜ) και        
840.8 mg L-1 (10 mΜ), αντίςτοιχα, που ςφμφωνα με τθ βιβλιογραφία [92] βρζκθκε να 
παρεμποδίηουν τθ νιτροποίθςθ. Σα εμπορικά πρότυπα των ουςιϊν dicyandiamide (DCD) 
(99%) και nitrapyrin (ΝP) (≥98%) αγοράςτθκαν από τθν εταιρεία Sigma-Aldrich. Λόγω τθσ 
απουςίασ διακζςιμων εμπορικϊν πρότυπων ουςιϊν, θ ςφνκεςθ των δυο μεταβολικϊν 
προϊόντων του EQ, QI και EQNL πραγματοποιικθκε ςτο εργαςτιριο ςφμφωνα με τουσ 
Thorisson et al. [74]. 
 
 
EQNL QI 
mgL-1 μΜ mgL-1 μΜ 
100 500 100 540 
25 125 50 270 
5 25 25 135 
1 5 5 27 
0.1 0.5 0.5 2.7 
- - 0.05 0.27 
 
Εξαιτίασ τθσ χαμθλισ υδατοδιαλυτότθτασ των ουςιϊν QI, EQNL και NP θ προςκικθ τουσ 
ςτισ καλλιζργειεσ ζγινε ςε 0.1% (o/o) dimethylsulfoxide (DMSO). Για το ςκοπό αυτό 
παραςκευάςτθκαν και χρθςιμοποιικθκαν πυκνά διαλφματα εργαςίασ κατάλλθλθσ 
ςυγκζντρωςθσ των παραπάνω ουςιϊν ςε DMSO, το οποίο προθγουμζνωσ αποςτειρϊκθκε 
μζςω διικθςθσ με ειδικό αποςτειρωμζνο φίλτρο PTFE 0.22 mm. Αντίκετα, το DCD 
εμφανίηει υψθλι υδατοδιαλυτότθτα γι’ αυτό και για τθν παραςκευι του αντίςτοιχου 
διαλφματοσ εργαςίασ χρθςιμοποιικθκε αποςτειρωμζνο απεςταγμζνο νερό.  Σο ςφνολο των 
μεταχειρίςεων που μελετικθκαν κακϊσ και οι αρχικζσ ςυγκεντρϊςεισ των διαλυμάτων 
εργαςίασ που χρθςιμοποιικθκαν  για τθ διεξαγωγι των in vitro δοκιμϊν παρουςιάηονται 
ςτον Πινάκα 6. 
 
 
Πίνακασ 5. ΢υγκεντρϊςεισ  των μεταβολικϊν προϊόντων του EQ , QI που μελετικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι. 
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Μεταχείριςθ 
 
΢υγκζντρωςθ διαλφματοσεργαςίασ  (working stock) 
 
Control 
 
χωρίσ προςκικθ ΠΝ  
DMSO προςκικθ DMSO 
EQNL500μΜ  EQNL 100 mgmL-1 
EQNL 125μΜ EQNL 25mgmL-1 
EQNL 25μΜ  EQNL 5mgmL-1 
EQNL 5μΜ EQNL 1mgmL-1 
EQNL 0.5μΜ EQNL 0.1mgmL-1 
QI 540μΜ QI 100 mgmL-1 
QI270μΜ QI 50 mgmL-1 
QI 135μΜ QI 25 mgmL-1 
QI 27μΜ QI 5 mgmL-1 
QI 2.7μΜ QI 0.5 mgmL-1 
QI 0.27μΜ QI 0.05 mgmL-1 
Nitrapyrin 50μΜ Nitrapyrin 11.54mgmL-1 
DCD  10mM (840.8 mgL-1) DCD 840.8 mgmL-1 
 
2.3 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των QI και EQNL ςτθ λειτουργία των ΑΟΒ 
Θ επίδραςθ των μελετοφμενων ουςιϊν ςτθ λειτουργία των επιλεγμζνων ςτελεχϊν των ΑΟΒ 
ελζγχονταν ςε κακθμερινι βάςθ, ανά 12 ϊρεσ, για χρονικό διάςτθμα περίπου δυο 
εβδομάδων με μζτρθςθ των παραγόμενων νιτρωδϊν ιόντων χρωματομετρικά ςε πλάκα 
μικροτιτλοδότθςθσ (96-well plate). Οι μετριςεισ πραγματοποιοφνταν ςτα 540nm με τθ 
βοικεια του EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin Elmer). Για τθ μζτρθςθ τθσ 
απορρόφθςθσ χρθςιμοποιικθκαν τα αντιδραςτιρια diazotizing (0.5 g sulfanilamide ςε      
100 mL 2.4 M HCl) και coupling (0.3 g N-(1-napthyl)-ethylenediamine HCl ςε 100 mL 0.12 M 
HCl) ςε ποςότθτεσ 20 μL το κακζνα, για κάκε πθγαδάκι τθσ πλάκασ μικροτιτλοδότθςθσ που 
περιείχε 100μL δείγματοσ, ςφμφωνα με το πρωτόκολλο των Keeney and Nelson [93+. Ο 
υπολογιςμόσ των ςυγκεντρϊςεων των παραγόμενων νιτρωδϊν ιόντων πραγματοποιικθκε 
με βάςθ πρότυπθ καμπφλθ γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων NaNO2-ΝΟ2
- ( 0-100 μΜ). 
 
2.4  Απομόνωςθ DNA από τα κφτταρα των ΑΟΒ  
΢ε τακτά χρονικά διαςτιματα και με βάςθ τισ μετριςεισ των παραγόμενων νιτρωδϊν 
ιόντων ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ, ςυλλζγονταν δείγματα καλλιζργειασ από κάκε μεταχείριςθ. 
Για το ςκοπό αυτό,  2 mL από κάκε μεταχείριςθ μεταφερόταν ςε eppendorfs. Ακολουκοφςε 
φυγοκζντρθςθ ςε 17,000xg για 10 min, προκειμζνου να αφαιρεκεί το υπερκείμενο και το 
ίηθμα των βακτθριακϊν κυττάρων να χρθςιμοποιθκεί για τθ απομόνωςθ του DNA. 
Πίνακασ 6. Περιγραφι των μεταχειρίςεων που μελετικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι και οι αρχικζσ 
ςυγκεντρϊςεισ των διαλυμάτων εργαςίασ που χρθςιμοποιικθκαν ςε κάκε περίπτωςθ. 
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Θ απομόνωςθ του DNA πραγματοποιικθκε ςε επιλεγμζνουσ χρόνουσ, με το εμπορικό kit 
NucleoSpin Tissue Genomic DNA from Tissue (MACHEREY-NAGEL, Germany) και ςφμφωνα 
με τισ οδθγίεσ του καταςκευαςτι. Μετά τθν απομόνωςθ του DNA, τα δείγματα 
διατθρικθκαν ςτουσ -20oC για τθν περαιτζρω ανάλυςθ τουσ (qPCR). 
2.5  Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των QI και EQNL ςτθν αφκονία του γονιδίου amoA των 
ΑΟΒ (qPCR) 
Για τθν ποςοτικοποίθςθ του γονιδίου amoA των N. europaea και N. multiformis 
πραγματοποιικθκε ποςοτικι αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (qPCR) ςε ςφςτθμα 
BIORAD CFX Connect Real Time PCR System. Για τθν ενίςχυςθ του amoA γονιδίου των ΑΟΒ 
χρθςιμοποιικθκαν οι εκκινθτζσ amoA-1F και amoA-2R [94]. Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν 
που χρθςιμοποιικθκαν είναι: 
• amoA-1F:  5′-GGGGTTTCTACTGGTGGT-3′  
• amoA-2R:  5′-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3’  
Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά που 
χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 7. 
 
 
Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 
KAPA SYBR FAST qPCR   
Master  Mix (2x) Universal 
 
5 μL 
 
1x 
Εκκινθτισ amoA-1F (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 
Εκκινθτισ amoA-2R (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 
BSA (10μg/μl) 0.2 μL 200ngμL-1 
DNA 2 μL - 
ddH2O 2.6 μL - 
΢υνολικόσ όγκοσ 10μL - 
 
Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 8. 
 
 Θερμοκραςία Χρόνοσ  
 
 
 
Αρχικι αποδιάταξθ 95 oC 3 min 1 κφκλοσ 
Αποδιάταξθ 95 oC 5 sec  
40 κφκλοι Τβριδοποίθςθ 57 oC 10 sec 
Επιμικυνςθ 72 oC 30 sec 
Καμπφλθ 
αποδιάταξθσ 
95 oC 
65-95 oC 
1min 
0.5 oCγια 5sec 
 
Πίνακασ 7. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ τμιματοσ του amoA γονιδίου 
των ΑΟΒ 
Πίνακασ 8. Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του γονιδίου των ΑΟΒ. 
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Για τθν απόλυτθ ποςοτικοποίθςθ του αρικμοφ των αντιγράφων του γονιδίου amoA των 
ΑΟΒ ςτα επιμζρουσ δείγματα, καταςκευάςτθκε καμπφλθ αναφοράσ, με τθ χριςθ 
αραιϊςεων πλαςμιδίων γνωςτισ ςυγκζντρωςθσ (1.88 x 108 - 1.88 x 101 αντίγραφα του 
γονιδίου amoA μL-1) που περιείχαν ωσ ζνκεμα το γονίδιο των ΑΟΒ, ςφμφωνα με τουσ 
Rousidou et al. [95]. Σα χαρακτθριςτικά (efficiency, R2) των πρότυπων καμπφλων που 
χρθςιμοποιικθκαν για τθν ποςοτικοποίθςθ παρατίκενται ςτον Πίνακα 9. 
 
 
ΑΟΒ και ουςία Efficiency 
(%) 
R2 
Nitrosomonas europaea &EQNL 82.3 0.994 
Nitrosomonas europaea & QI 86.0 0.995 
Nitrosospira multiformis & EQNL 85.0 0.993 
Nitrosospira multiformis &QI 85.5 0.996 
 
2.6  Μελζτθ τθσ πορείασ αποδόμθςθσ των ουςιϊν ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ 
Θ πορεία τθσ αποδόμθςθσ των μελετοφμενων ουςιϊν ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ 
παρακολουκικθκε με ανάλυςθ δειγμάτων που ςυλλζγονταν ςε τακτά χρονικά διαςτιματα 
ςε ςφςτθμα υγρισ χρωματογραφίασ υψθλισ πίεςθσ HPLC-PDA: SHIMADZU LC-20AD, με 
ςτιλθ SHIMADZU VP-ODs διαςτάςεων 150 mm x 4.6 mm και προςτιλθ SHIMADZU GVP-ODs 
διαςτάςεων 10 mm x 4.6 mm. Ο όγκοσ ζγχυςθσ ιταν 20 μL και ο ρυκμόσ ροισ τθσ κινθτισ 
φάςθσ ιταν 1 mL min-1. Οι ςυνκικεσ τθσ χρωματογραφικισ ανάλυςθσ των QI και EQNL, 
παρουςιάηονται ςτον Πίνακα 10. 
 
 
Για τισ ανάγκεσ τθσ ανάλυςθσ δείγμα από κάκε μεταχείριςθ μεταφερόταν ςε ειδικό 
φιαλίδιο, ςτο οποίο είχε προςτεκεί προθγουμζνωσ κατάλλθλοσ όγκοσ ακετονιτριλίου για 
τθν εκχφλιςθ τθσ εκάςτοτε ουςίασ από το υδατικό κρεπτικό διάλυμα τθσ καλλιζργειασ. Ο 
ζλεγχοσ τθσ γραμμικότθτασ τθσ ανταπόκριςθσ του ανιχνευτι ςε ςυνάρτθςθ με τθ 
ςυγκζντρωςθ κάκε δραςτικισ ουςίασ πραγματοποιικθκε με τθν καταςκευι πρότυπθσ 
καμπφλθσ γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων των μελετοφμενων ουςιϊν (0.05-10 mg/L). 
 
 
Χθμικι ουςία 
 
Κινθτι φάςθ 
Αναλογία 
διαλυτών 
κινθτισ φάςθσ 
 
Μικοσ κφματοσ 
(nm) 
 
Θερμοκραςία  
ςτιλθσ (OC) 
QI ACN: H2O+0.25% NH3 70:30 245 25 
EQNL ACN:  H2O+0.25% NH3 70:30 230 25 
Πίνακασ 9. Χαρακτθριςτικά (efficiency, R
2
) των πρότυπων καμπφλων που χρθςιμοποιικθκαν για τθν 
ποςοτικοποίθςθ του αρικμοφ των αντιγράφων του amoA γονιδίου των ΑΟΒ, ςτισ επιμζρουσ in vitro δοκιμζσ. 
 
Πίνακασ 10. ΢υνκικεσ χρωματογραφικισ ανάλυςθσ των QI και EQNL. 
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2.7 ΢τατιςτικι ανάλυςθ 
Θ ςτατιςτικι ανάλυςθ των αποτελεςμάτων πραγματοποιικθκε με το ςτατιςτικό πακζτο 
IBM SPSS 20.0. Σα δεδομζνα από τισ μετριςεισ παραγωγισ νιτρωδϊν ιόντων και αφκονίασ 
του amoA γονιδίου υποβλικθκαν ςε ανάλυςθ διακφμανςθσ δυο παραγόντων (two-way-
ANOVA) για τθν εκτίμθςθ τθσ επίδραςθσ τθσ μεταχείριςθσ, του χρόνου και/ι τθσ 
αλλθλεπίδραςισ τουσ. ΢τισ περιπτϊςεισ που παρατθρικθκαν ςθμαντικζσ αλλθλεπιδράςεισ 
μεταξφ των δυο κφριων παραγόντων (p≤0.05) χρθςιμοποιικθκε το Tuckey's post-hoc test 
προκειμζνου να ανιχνευκοφν ςθμαντικζσ διαφορζσ μεταξφ των επιμζρουσ μεταχειρίςεων 
ςε κάκε  χρόνο χωριςτά. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3 
3. Αποτελζςματα 
3.1 Επίδραςθ ethoxyquin ςτα νιτρωδοποιθτικά βακτιρια 
΢ε προθγοφμενα πειράματα που διεξιχκθςαν από τθν ερευνθτικι ομάδα του εργαςτθρίου 
μελετικθκε θ επίδραςθ του αντιοξειδωτικοφ EQ ςτα ςτελζχθ των ΑΟΒ Nitrosomonas 
europaea και Nitrosospira multiformis ςε υγρζσ καλλιζργειεσ και ςε εφροσ ςυγκεντρϊςεων 
που κυμάνκθκε μεταξφ 0.46-460 μΜ (0.1-100 mgL-1). Σα αποτελζςματα που προζκυψαν 
παρουςιάηονται ςυνοπτικά για τθ διευκόλυνςθ τθσ παρακολοφκθςθσ των περαιτζρω 
πειραμάτων που πραγματοποιικθκαν ςτα πλαίςια τθσ παροφςασ διατριβισ και αφοροφςαν 
ςτθν αντίςτοιχθ επίδραςθ των μεταβολικϊν προϊόντων του EQ, QI και EQNL, ςτα παραπάνω 
ςτελζχθ. 
3.1.1 Επίδραςθ του Ethoxyquin ςτο ςτζλεχοσ του Nitrosomonas europaea  
Θ ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν ιόντων (NO2
-) ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. europaea μειϊκθκε 
ςθμαντικά μόνο ςτθν περίπτωςθ τθσ μεταχείριςθσ με τθν υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ του EQ 
(460 μΜ), ςθμειϊνοντασ ποςοςτό μείωςθσ ίςο με 69.7% (±2.4) ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα 
(DMSO) (Διάγραμμα 1). 
 
 
 
 
Παρόμοιο μοτίβο παρατθρικθκε και ςτα αποτελζςματα τθσ qPCR, που πραγματοποιικθκε 
για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ του EQ ςτθν αφξθςθ του N. europaea.  Οι χρόνοι που 
επιλζχκθκαν για τθ διεξαγωγι τθσ qPCR ιταν οι 4 (αμζςωσ πριν τθν προςκικθ του EQ), 7 
και 14 θμζρεσ, μετά τον εμβολιαςμό των καλλιεργειϊν. Όπωσ φαίνεται και ςτο     
Διάγραμμα 2, θ υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ του EQ (460μΜ), προκάλεςε μείωςθ τθσ 
αφκονίασ του amoA γονιδίου των ΑΟΒ κατά 3- και 39- φορζσ περίπου κατά τθν 7θ και 14θ 
θμζρα μετά τον εμβολιαςμό των καλλιεργειϊν (3θ και 10θ μζρα μετά τθν προςκικθ του EQ), 
αντίςτοιχα, ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα (DMSO) (one-way-ANOVA, p<0.01).  
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Διάγραμμα 1. Θ επίδραςθ του EQ ςτθ ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν ιόντων  ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. 
europaea. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν 
επαναλιψεων. Σο βζλοσ υποδεικνφει τθ χρονικι ςτιγμι κατά τθν οποία προςτζκθκε το EQ ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ. 
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Σα αποτελζςματα από τθν HPLC ανάλυςθ, που πραγματοποιικθκε για τθν παρακολοφκθςθ 
τθσ αποδόμθςθσ και του μεταβολιςμοφ του EQ κατά τθ διάρκεια του πειράματοσ 
παρουςιάηονται ςτα Διαγράμματα 3 και 4 για τισ διάφορεσ ςυγκεντρϊςεισ του EQ. Σο 
πρότυπο αποδόμθςθσ του EQ ςτισ in vitro καλλιζργειεσ παρουςιάηεται ςτο Διάγραμμα 3. Σο 
EQ αποδομικθκε ςταδιακά κατά τθ διάρκεια του πειράματοσ, εμφανίηοντασ ποςοςτό 
αποδόμθςθσ 79.5% επί τθσ αρχικισ ςυγκζντρωςθσ του κατά τθν 14θ θμζρα του πειράματοσ, 
ςτθν περίπτωςθ εφαρμογισ τθσ υψθλότερθσ ςυγκζντρωςθσ του (460 μΜ). ΢τθν περίπτωςθ 
εφαρμογισ των χαμθλότερων ςυγκεντρϊςεων του ΕQ, 46 και 4.6 μΜ, τα ποςοςτά 
αποδόμθςθσ που παρατθρικθκαν ιταν 94.9% και 100%, αντίςτοιχα.  
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
0,E+00
2,E+07
4,E+07
6,E+07
8,E+07
4 7 14
Α
φ
κ
ο
νί
α
 γ
ο
νι
δ
ίο
υ
 a
m
o
A
  m
L-
1  
 
Χρόνοσ (θμζρεσ μετά τον εμβολιαςμό) 
 DMSO
 EQ 460μΜ 
a a 
a 
a 
b 
b 
Διάγραμμα 2. Θ επίδραςθ του EQ (460 μΜ) ςτθν αφκονία του amoA  γονιδίου των ΑΟΒ ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ του N. europaea. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των 
τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ 
διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
Διάγραμμα 3. Πορεία αποδόμθςθσ του ethoxyquin ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. europaea. 
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Σο EQ ςτθ ςυγκζντρωςθ 460 μΜ (100 mg L-1), οξειδϊκθκε ταχζωσ ςε QI και EQNL, με το QI 
να είναι ο κφριοσ μεταβολίτθσ και να ςυνιςτά περίπου το 20% και το 60% τθσ ςυνολικισ 
υπολειμματικισ ςυγκζντρωςθσ του EQ τθν 7θ και τθν 14θ θμζρα, αντίςτοιχα. Ο δευτερεφων 
μεταβολίτθσ, EQNL ςχθματίςτθκε ςε πολφ μικρζσ ςυγκεντρϊςεισ, που παρζμειναν ςτακερζσ 
κακ 'όλθ τθ διάρκεια του πειράματοσ. Οι μζγιςτεσ παρατθροφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ ιταν 
31.86 και 0.44 mg L-1 για τα QI και EQNL, αντίςτοιχα. Παρόμοιο, μοτίβο διάςπαςθσ του EQ 
παρατθρικθκε και ςτα χαμθλότερα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ (46 και 4.6 μΜ) τα οποία δεν 
βρζκθκαν να παρεμποδίςουν τθν αφξθςθ και τθ λειτουργία του N. europaea (Διάγραμμα 4). 
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Διάγραμμα 4. Αποδόμθςθ και μεταβολιςμόσ του EQ που εφαρμόςτθκε ςτισ ςυγκεντρϊςεισ: (i) 460 
μΜ (ii) 46 μΜ (iii) 4.6 μΜ ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. europaea. Οι ράβδοι ςφάλματοσ 
αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. 
i) 
ii) 
iii) 
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3.1.2 Επίδραςθ του Ethoxyquin ςτο ςτζλεχοσ του Nitrosospira multiformis 
΢τθν περίπτωςθ των υγρϊν καλλιεργειϊν του Nitrosospira multiformis, όπωσ και ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ του Ν. europaea, θ εφαρμογι του EQ προκάλεςε ςθμαντικι μείωςθ τθσ 
ςυςςϊρευςθσ νιτρωδϊν ιόντων (NO2
-) μόνο ςτθ μεταχείριςθ με τθν υψθλότερθ 
ςυγκζντρωςθ του EQ, 460 μΜ, με τα επίπεδα αναςτολισ να φτάνουν το 38.4% (±15.4) ςε 
ςφγκριςθ με το μάρτυρα  (DMSO) (one-way ANOVA, p<0.05). Από τθν άλλθ πλευρά, θ 
εφαρμογι του NP (50 μΜ) προκάλεςε 59.5% (±2.5) αναςτολι τθσ νιτρωδοποίθςθσ 
(Διάγραμμα 5), χωρίσ ωςτόςο το ποςοςτό αυτό να διαφζρει ςτατιςτικά ςθμαντικά από το 
αντίςτοιχο για το EQ 460 μΜ (p=0.079). 
 
 
 
 
Σα αποτελζςματα τθσ qPCR, που πραγματοποιικθκε για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ του EQ 
ςτθν αφξθςθ του Nitrosospira multiformis, υπζδειξαν ςθμαντικι μείωςθ ςτθν αφκονία του 
γονιδίου amoA των ΑΟΒ ςτθ μεταχείριςθ με τθν υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ EQ 460 μΜ. Οι 
χρόνοι που επιλζχκθκαν για τθ διεξαγωγι τθσ qPCR ιταν θ 7θ (αμζςωσ πριν τθν προςκικθ 
του EQ), θ 8θ και θ 16θ θμζρα, μετά τον εμβολιαςμό των καλλιεργειϊν. Θ μείωςθ που 
παρατθρικθκε ιταν τθσ τάξεωσ του 22.8% (±2.0) και 23.2% (±9.5) (one-way-ANOVA, 
p<0.01) τθν 8θ θμζρα και τθν 16θ θμζρα, αντίςτοιχα, ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα DMSO. Σο 
NP, παρά τθν ςθμαντικι αναςταλτικι επίδραςι του ςτθ λειτουργία του Ν. multiformis, 
κατζςτειλε τθν αφξθςθ του ςτελζχουσ μόνο προςωρινά, κατά τθν πρϊτθ θμζρα μετά τθν 
προςκικθ (8θ θμζρα) τθσ ουςίασ ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ, οδθγϊντασ περίπου ςε διπλάςια 
μείωςθ τθσ αφκονίασ του γονιδίου amoA των ΑΟΒ (one-way-ANOVA, p = 0,014). Ωςτόςο, θ 
αφκονία του γονιδίου amoA αυξικθκε ςε επίπεδα ίςα με αυτά του μάρτυρα (DMSO) κατά 
τθν 16θ θμζρα από τον εμβολιαςμό των καλλιεργειϊν (Διάγραμμα 6). 
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Διάγραμμα 5. Θ επίδραςθ των EQ και ΝΡ ςτθ ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν ιόντων  ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. 
multiformis. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν 
επαναλιψεων. Σο βζλοσ υποδεικνφει τον χρόνο ςτον οποίο προςτζκθκαν οι μελετοφμενεσ ουςίεσ ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ. 
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Σα αποτελζςματα τθσ HPLC ανάλυςθσ, για τθν παρακολοφκθςθ τθσ αποδόμθςθσ του 
μεταβολιςμοφ του EQ ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του Ν. multiformis παρουςιάηονται ςτα 
Διαγράμματα 7 και 8, για τισ διάφορεσ ςυγκεντρϊςεισ του EQ και είναι παρόμοια με τα 
αντίςτοιχα αποτελζςματα ςτθν περίπτωςθ των υγρϊν καλλιεργειϊν του N. europaea. Σο 
πρότυπο αποδόμθςθσ του EQ ςτισ in vitro καλλιζργειεσ παρουςιάηεται ςτο Διάγραμμα 7. Σο 
EQ αποδομικθκε ςταδιακά κατά τθ διάρκεια του πειράματοσ, εμφανίηοντασ ποςοςτό 
αποδόμθςθσ 32.8% επί τθσ αρχικισ του ςυγκζντρωςθσ κατά τθν 16θ θμζρα του πειράματοσ 
ςτθν περίπτωςθ εφαρμογισ τθσ υψθλότερθσ ςυγκζντρωςθσ (460 μΜ). ΢τθν περίπτωςθ 
εφαρμογισ των χαμθλότερων ςυγκεντρϊςεων του ΕQ, 46 και 4.6 μΜ, τα ποςοςτά 
αποδόμθςθσ που παρατθρικθκαν κατά τθν 16θ θμζρα μετά τον εμβολιαςμό των 
καλλιεργειϊν (11θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι του ΕQ) ιταν 69,8% και 68,8%, επί τθσ αρχικισ 
τουσ ςυγκζντρωςθσ, αντίςτοιχα. 
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Διάγραμμα 6. Θ επίδραςθ των EQ (460μΜ) και NP (50 μΜ) ςτθ αφκονία του γονιδίου amoA  των ΑΟΒ ςτισ 
υγρζσ καλλιζργειεσ του N. multiformis. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ 
των τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ 
διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
Διάγραμμα 7. Πορεία αποδόμθςθσ του EQ ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. multiformis. 
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Σο EQ ςτθ ςυγκζντρωςθ 460 μΜ (100 mg L-1), οξειδϊκθκε πολφ γριγορα ςε QI και EQNL, με 
το QI να είναι ο κφριοσ μεταβολίτθσ και να εμφανίηει τα μεγαλφτερα επίπεδα τθσ ςυνολικισ 
υπολειμματικισ ςυγκζντρωςθσ του EQ. Ο δευτερεφων μεταβολίτθσ, EQNL ςχθματίςτθκε ςε 
πολφ μικρζσ ςυγκεντρϊςεισ, που παρζμειναν ςτακερζσ κακ' όλθ τθ διάρκεια του 
πειράματοσ. Οι μζγιςτεσ παρατθροφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ ιταν 31.4 και 2.1 mg L-1 για τα QI 
και EQNL, αντίςτοιχα. Όμοιο, μοτίβο διάςπαςθσ του EQ παρατθρικθκε και ςτα χαμθλότερα 
επίπεδα ςυγκζντρωςθσ (46 και 4.6 μΜ), που δε βρζκθκε να αναςτζλλουν τθν αφξθςθ και τθ 
λειτουργία του Nitrosospira multiformis (Διάγραμμα 8). 
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Διάγραμμα 8. Αποδόμθςθ και μεταβολιςμόσ του EQ που εφαρμόςτθκε ςε ςυγκεντρϊςεισ: (i) 
460μΜ (ii) 46μΜ (iii) 4.6μΜ ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. multiformis. Οι ράβδοι ςφάλματοσ 
αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. 
 
i) 
ii) 
iii) 
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3.2 Επίδραςθ του Quinone imine (QI) ςτα νιτρωδοποιθτικά βακτιρια 
3.2.1 Επίδραςθ του QI ςτο ςτζλεχοσ του Nitrosomonas europaea 
Σο Διάγραμμα 9 απεικονίηει τθ ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν ιόντων (NO2
-) ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ του N. europaea. Οι μεταχειρίςεισ που φαίνεται να παρεμπόδιςαν ςθμαντικά 
τθ λειτουργία του ςτελζχουσ ςε ςχζςθ με το μάρτυρα (DMSO) ιταν αυτζσ των 540 και 270 
μΜ. Θ παραγωγι των νιτρωδϊν ιόντων παρουςίαςε ςθμαντικι μείωςθ και ςτθ μεταχείριςθ 
του QI 135 μΜ,  ωςτόςο θ επίδραςθ αυτι ιταν μόνο προςωρινι και θ παραγωγι των 
νιτρωδϊν ιόντων επανιλκε ςε επίπεδα ανάλογα με αυτά του μάρτυρα (DMSO)  ςτισ 5 
περίπου θμζρεσ μετά τον εμβολιαςμό των καλλιεργειϊν (2 περίπου μζρεσ μετά τθν 
προςκικθ του QI).  
 
 
 
 
 
Σα αποτελζςματα τθσ qPCR, που πραγματοποιικθκε για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ του QI 
ςτθν αφξθςθ του Nitrosomonas europaea παρουςιάηονται ςτο Διάγραμμα 10. Σα δείγματα 
που αναλφκθκαν προζρχονταν από τουσ χρόνουσ των 3 (θμζρα αμζςωσ πριν τθν προςκικθ 
του QI), 4 και 5.5 θμερϊν. Αμζςωσ πριν τθν προςκικθ των μελετοφμενων ουςιϊν δεν 
παρατθρικθκαν διαφορζσ ςτα αντίγραφα του amoA γονιδίου των ΑΟΒ μεταξφ των 
επιμζρουσ μεταχειρίςεων (p=0.317). Θ αφκονία του γονιδίου amoA, μειϊκθκε ςθμαντικά 
ςτισ μεταχειρίςεισ 540 μΜ και 270 μΜ, κατά τθν 4θ και 5.5θ θμζρα μετά τον εμβολιαςμό των 
καλλιεργειϊν (1 και 1.5 θμζρεσ μετά τθν προςκικθ του QI ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ), ςε 
ςχζςθ με το μάρτυρα (DMSO). 
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Διάγραμμα 9. Θ επίδραςθ του QI ςτθ ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν ιόντων ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ το N. europaea. 
Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων . 
Σο βζλοσ υποδεικνφει τον χρόνο ςτον οποίο προςτζκθκε το QI ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ. 
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Θ πορεία τθσ αποδόμθςθσ του QI ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του Nitrosomonas europaea 
παρουςιάηεται ςτο Διάγραμμα 11. Γενικά, παρατθρικθκε μείωςθ του ρυκμοφ αποδόμθςθσ 
αυξανόμενθσ τθσ ςυγκζντρωςθσ. Ζτςι, κατά τθν 7θ θμζρα μετά τον εμβολιαςμό των 
καλλιεργειϊν (4 θμζρεσ μετά τθν προςκικθ του QI ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ) το QI ςτθν 
περίπτωςθ των μεταχειρίςεων 540, 270 και 135 μΜ παρουςίαςε ποςοςτά αποδόμθςθσ 
50.9%, 76.0% και 90.5%, αντίςτοιχα. Σα ποςοςτά αποδόμθςθσ των υπόλοιπων 
μεταχειρίςεων (QI 27 και QI 2.7 μΜ)  για το αντίςτοιχο χρονικό διάςτθμα, ιταν περίπου 
100%. Αποτελζςματα για τθν αποδόμθςθ του QI ςτθν χαμθλότερθ ςυγκζντρωςθ (0.27 μΜ) 
δεν παρουςιάηονται γιατί ςτθν περίπτωςθ αυτι ο μεταβολίτθσ ανιχνεφονταν ςε επίπεδα 
μικρότερα από το LOQ ςυςτιματοσ (0.27 μΜ).  
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Διάγραμμα 10. Θ επίδραςθ του QI ςτθ αφκονία του γονιδίου amoA  των ΑΟΒ  ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ  N. 
europaea. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν 
επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ των 
μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
Διάγραμμα 11. Θ πορεία αποδόμθςθσ του Quinone imine (QI)  ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του Nitrosomonas 
europaea. 
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3.2.2 Επίδραςθ του Quinone imine (QI) ςτο ςτζλεχοσ του Nitrosospira multiformis 
Θ ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν ιόντων (NO2
-) ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. multiformis 
ςθμείωςε ςθμαντικι μείωςθ ςτισ μεταχειρίςεισ του QI 540, 270 και 135 μΜ, ςε ςφγκριςθ με 
το μάρτυρα (DMSO) (Διάγραμμα 12). 
 
 
 
 
 
 
Σα αποτελζςματα τθσ qPCR, που πραγματοποιικθκε για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ του QI 
ςτθν αφξθςθ του ςτελζχουσ παρουςιάηονται ςτο Διάγραμμα 13. Οι χρόνοι που επιλζχκθκαν 
για τθ διεξαγωγι τθσ  qPCR ιταν θ 4θ (αμζςωσ πριν τθν προςκικθ του QI ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ),  θ 4.5θ και θ 6θ θμζρα μετά τον εμβολιαςμό των καλλιεργειϊν. Αμζςωσ πριν 
τθν προςκικθ του μεταβολίτθ παρουςιάςτθκαν διαφορζσ ςτθν αφκονία του γονιδίου 
amoA των ΑΟΒ μεταξφ των διαφορετικϊν μεταχειρίςεων που δε φαίνεται ωςτόςο να 
επθρζαςαν τθν ζκβαςθ των αποτελεςμάτων ςτουσ χρόνουσ που ακολοφκθςαν. Διαφορζσ 
ωσ προσ τθν αφκονία του γονιδίου amoA παρατθροφνται ιδθ ςτισ 12 περίπου ϊρεσ από τθ 
προςκικθ του QI (4.5θ θμζρα) ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ,  ωςτόςο καμία από τισ μεταχειρίςεισ 
δεν διαφζρει ςτατιςτικά ςθμαντικά από το μάρτυρα. Αντίκετα, τθν 6θ θμζρα μετά τον 
εμβολιαςμό των καλλιεργειϊν (2 θμζρεσ μετά τθν προςκικθ του QI ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ) παρατθρείται ξεκάκαρθ μείωςθ τθσ αφκονίασ του amoA γονίδιου, ςτισ 
μεταχειρίςεισ του QI 540, 270, 135 και 27 μΜ οι οποίεσ και διαφζρουν ςτατιςτικά 
ςθμαντικά από το μάρτυρα. 
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Διάγραμμα 12. Θ επίδραςθ του QI ςτθ ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν ιόντων ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. 
multiformis. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν 
επαναλιψεων. Σο βζλοσ υποδεικνφει τον χρόνο ςτον οποίο προςτζκθκε ο μεταβολίτθσ ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ. 
. 
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Σα αποτελζςματα τθσ αποδόμθςθσ του QI ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. multiformis 
παρουςιάηονται ςτο Διάγραμμα 14. Σο QI ςτθ μεταχείριςθ των 540 μΜ παρουςιάηει 
ποςοςτό διάςπαςθσ 39.7% επί τθσ αρχικισ ςυγκζντρωςθσ κατά τθν 8θ θμζρα του 
πειράματοσ και μαηί με τθ μεταχείριςθ των 270 μΜ, με ποςοςτό αποδόμθςθσ 68.2%, 
εμφανίηουν το βραδφτερο ρυκμό αποδόμθςθσ του μεταβολίτθ. Σθν 8θ θμζρα του 
πειράματοσ το QI ςτισ χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ των 135, 27 και 2.7 μΜ , παρουςιάηει 
παρόμοια και υψθλότερα ποςοςτά αποδόμθςθσ (87.9, 86.9 και 100% επί τθσ αρχικισ 
ςυγκζντρωςθσ, αντίςτοιχα). Αποτελζςματα για τθν αποδόμθςθ του QI ςτθν χαμθλότερθ 
ςυγκζντρωςθ (0.27 μΜ) δεν παρουςιάηονται γιατί ςτθν περίπτωςθ αυτι ο μεταβολίτθσ 
ανιχνεφονταν ςε επίπεδα μικρότερα από το LOQ ςυςτιματοσ (0.27 μΜ). 
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Διάγραμμα 13. Θ επίδραςθ του QI ςτθ αφκονία του γονιδίου amoA των ΑΟΒ ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ N. 
multiformis. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν 
επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ των 
μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
Διάγραμμα 14. Πορεία αποδόμθςθσ του Quinone imine (QI)  ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του Nitrosospira 
multiformis. 
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Παράλλθλα με τθν αποδόμθςθ του QI ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του Nitrosospira multiformis 
μελετικθκε ενδεικτικά (ςυγκεντρϊςεισ 135, 27 και 2.7 μΜ) και θ αβιοτικι διάςπαςθ του 
μεταβολίτθ ςτο κρεπτικό μζςο Skinner and Walker που χρθςιμοποιικθκε ςτισ δοκιμζσ. Θ 
πορεία τθσ αβιοτικισ αποδόμθςθσ για τισ διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ του QI ςε ςφγκριςθ 
με αυτι ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του βακτθρίου παρουςιάηονται ςτο Διάγραμμα 15. ΢τισ 
μεταχειρίςεισ των 135 και 2.7 μΜ παρατθρικθκε υςτζρθςθ ςτθν αποδόμθςθ του QI ςτο μθ 
εμβολιαςμζνο με το ςτζλεχοσ κρεπτικό μζςο. Αντίκετα, ςτθν περίπτωςθ τθσ μεταχείριςθσ 
των 27 μΜ θ πορεία τθσ αποδόμθςθσ του QI ακολοφκθςε το ίδιο πρότυπο ςτο 
εμβολιαςμζνο ι μθ κρεπτικό μζςο (Διάγραμμα 15).  
 
 
3.3. Επίδραςθ του 2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline (EQNL) ςτα 
νιτρωδοποιθτικά βακτιρια 
3.3.1 Επίδραςθ του 2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline (EQNL) το ςτζλεχοσ του 
Nitrosomonas europaea 
Σο EQNL όταν εφαρμόςτθκε ςτθν υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ (500 μΜ) παρεμπόδιςε 
ςθμαντικά (two-way-ANOVA, p<0.05) τθν ςυςςϊρευςθ των νιτρωδϊν ιόντων (NO2
-) ςτισ 
υγρζσ καλλιζργειεσ του N. europaea, ωςτόςο θ αναςτολι αυτι ιταν μόνο προςωρινι και θ 
λειτουργία του ςτελζχουσ ανακτικθκε προσ το τζλοσ τθσ μελζτθσ. Θ αναςταλτικι δράςθ του 
EQNL υπολογίςτθκε ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα DMSO. Από τθν άλλθ πλευρά, θ εφαρμογι 
των παρεμποδιςτϊν NP και DCD προκάλεςε ςθμαντικι και ςτακερι αναςτολι τθσ 
παραγωγισ  νιτρωδϊν ιόντων (NO2
-) (Διάγραμμα 16 ).  
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Διάγραμμα 15. Πορεία αποδόμθςθσ του Quinone imine (QI)  ςε κρεπτικό μζςο Skinner and Walker που 
εμβολιάςτθκε (ςυμπαγείσ γραμμζσ) ι όχι (διακεκομμζνεσ γραμμζσ) με το ςτζλεχοσ του Nitrospira multiformis 
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Σα αποτελζςματα τθσ qPCR, που πραγματοποιικθκε για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ του EQNL 
ςτθν αφξθςθ του Nitrosomonas europaea παρουςιάηονται ςτο Διάγραμμα 17. Οι χρόνοι που 
επιλζχκθκαν για τθ διεξαγωγι τθσ  qPCR ιταν θ 3θ (αμζςωσ πριν τθν προςκικθ των  EQNL, 
NP καιDCD), θ 5θ, θ 8θ και θ 11θ θμζρα μετά τον εμβολιαςμό των καλλιεργειϊν. Αμζςωσ 
πριν τθν προςκικθ των μελετοφμενων ουςιϊν δεν παρατθρικθκαν διαφορζσ ςτον αρικμό 
των αντιγράφων του amoA γονιδίου των ΑΟΒ μεταξφ των επιμζρουσ μεταχειρίςεων 
(p=0.395). Θ αφκονία του γονιδίου amoA ςτθ μεταχείριςθ με τθν υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ 
EQNL 500 μΜ μειϊκθκε ςθμαντικά από τθν 5θ ζωσ και τθν 8θ θμζρα του πειράματοσ. 
Ωςτόςο, τθν 11θ μζρα παρατθρικθκε αφξθςθ του αρικμοφ των αντιγράφων ςε επίπεδα που 
δεν διζφεραν ςτατιςτικά ςθμαντικά ςε ςχζςθ με τθ μεταχείριςθ του μάρτυρα (DMSO). Θ 
μεταχείριςθ του NP, οδιγθςε ςε μείωςθ του αρικμοφ των αντιγράφων του amoA των ΑΟΒ, 
μόνο κατά τθν 5θ και 8θ θμζρα μετά τθν προςκικθ του παρεμποδιςτι ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ, ςε ςχζςθ με το μάρτυρα (DMSO) χωρίσ όμωσ να διαφζρει ςτατιςτικά 
ςθμαντικά ςε ςχζςθ με τισ μεταχειρίςεισ EQNL 500 μΜ και DCD. Θ μεταχείριςθ του DCD 
οδιγθςε ςε μείωςθ του αρικμοφ των αντιγράφων του amoA των ΑΟΒ, μόνο κατά τθν 8θ 
θμζρα μετά τθν προςκικθ του παρεμποδιςτι ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ, ςε ςχζςθ με το 
μάρτυρα (Control), ενϊ δεν παρατθρικθκε ςτατιςτικϊσ ςθμαντικι διαφορά τθν ίδια 
χρονικι ςτιγμι με τθ μεταχείριςθ EQNL 500 μΜ. 
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Διάγραμμα 16. Θ επίδραςθ των EQNL, ΝΡ και DCD ςτθ ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν ιόντων  ςτισ  υγρζσ καλλιζργειεσ 
του N. europaea. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν 
επαναλιψεων. Σο βζλοσ υποδεικνφει τον χρόνο ςτον οποίο προςτζκθκαν οι μελετοφμενεσ ουςίεσ ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ. 
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Σα αποτελζςματα από τθν παρακολοφκθςθ  τθσ αποδόμθςθσ του EQNL κατά τθ διάρκεια 
του πειράματοσ παρουςιάηονται ςτο Διάγραμμα 18. Σο EQNL ςτθν υψθλότερθ 
ςυγκζντρωςθ του (500 μΜ) εμφανίηεται ζμμονο με ποςοςτό αποδόμθςθσ μόλισ 3.5% επί 
τθσ αρχικισ ςυγκζντρωςθσ κατά τθν 11θ θμζρα από τον εμβολιαςμό των καλλιεργειϊν (8θ 
θμζρα από τθν προςκικθ του EQNL). Tα αντίςτοιχα ποςοςτά αποδόμθςθσ του μεταβολίτθ 
που παρατθρικθκαν ςτισ μεταχειρίςεισ των 125, 25, και 5 μΜ κατά τθν 11θ θμζρα από τον 
εμβολιαςμό των καλλιεργειϊν, ιταν 69.2%, 66.2% και 39.9% επί τθσ αρχικισ ςυγκζντρωςθσ, 
αντίςτοιχα. Σα αποτελζςματα τθσ αποδόμθςθσ των χαμθλότερων ςυγκεντρϊςεων του EQNL 
(0.5 και 0.05 μΜ) δεν παρουςιάηονται γιατί ςτισ περιπτϊςεισ αυτζσ ο μεταβολίτθσ 
ανιχνεφονταν ςε ςυγκζντρωςθ μικρότερθ από το LOQ (LOQ = 0.025 μΜ). 
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Διάγραμμα 17. Επίδραςθ των EQNL, NP και DCD ςτθ αφκονία του γονιδίου amoA των ΑΟΒ ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ του N. europaea. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν 
βιολογικϊν επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p<0.05) 
μεταξφ των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
 
Διάγραμμα 18. Πορεία αποδόμθςθσ του 2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline (EQNL) ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ 
του N.europaea. 
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3.3.2  Επίδραςθ του 2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline (EQNL) ςτο ςτζλεχοσ του 
Nitrosospira multiformis 
΢τθν περίπτωςθ των υγρϊν καλλιεργειϊν του N. multiformis, θ εφαρμογι του EQNL 
προκάλεςε ςθμαντικι μείωςθ τθσ ςυςςϊρευςθσ των νιτρωδϊν ιόντων (NO2
-), μόνο ςτθ 
μεταχείριςθ με τθν υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ του EQNL (500μΜ) ςυγκριτικά με το μάρτυρα 
(DMSO). Όμοια ιταν θ επίδραςθ και του γνωςτοφ παρεμποδιςτι DCD, που μελετικθκε 
ςυγκριτικά.  Όταν το EQNL εφαρμόςτθκε ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ ςε ςυγκζντρωςθ 125 μΜ 
παρατθρικθκε μόνο προςωρινι αναςτολι τθσ παραγωγισ νιτρωδϊν ιόντων (Διάγραμμα 
19). 
 
 
 
 
Σα αποτελζςματα τθσ qPCR, που πραγματοποιικθκε για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ του EQNL 
ςτθν αφξθςθ του Nitrosospira multiformis παρουςιάηονται ςτο Διάγραμμα 20. Οι χρόνοι 
που επιλζχκθκαν για τθ διεξαγωγι τθσ qPCR ιταν θ 4θ (αμζςωσ πριν τθν προςκικθ των 
EQNL και DCD ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ), θ 5θ και θ 6θ θμζρα μετά τον εμβολιαςμό των 
καλλιεργειϊν. Αμζςωσ πριν τθν προςκικθ των μελετοφμενων ουςιϊν δεν παρατθρικθκαν 
διαφορζσ ςτα αντίγραφα του amoA γονιδίου των ΑΟΒ μεταξφ των μεταχειρίςεων (p=0.082). 
Θ αφκονία του γονιδίου amoA ςτθ μεταχείριςθ με τθν υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ του EQNL  
(500 μΜ) μειϊκθκε ςθμαντικά μόνο κατά τθν 6θ θμζρα μετά τον εμβολιαςμό των 
καλλιεργειϊν, ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα (DMSO). Αντίκετα, ςτθ μεταχείριςθ με 
ςυγκζντρωςθ EQNL 125 μΜ δεν παρατθρικθκαν ςτατιςτικϊσ ςθμαντικζσ διαφορζσ ςε 
ςχζςθ με το μάρτυρα (DMSO) και τθ μεταχείριςθ EQNL 500 μΜ ςτο αντίςτοιχο χρονικό 
διάςτθμα. Θ μεταχείριςθ του DCD επθρζαςε  τθν αφκονία του γονιδίου amoA των ΑΟΒ ςε 
ςχζςθ με το μάρτυρα (Control) αλλά οι διαφορζσ δεν ιταν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ.  
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Διάγραμμα 19. Θ επίδραςθ των EQNL και DCD ςτθ ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν ιόντων  ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. 
multiformis. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. 
Σο βζλοσ υποδεικνφει τον χρόνο ςτον οποίο προςτζκθκαν οι μελετοφμενεσ ουςίεσ ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ. 
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Σα αποτελζςματα τθσ HPLC ανάλυςθσ, που πραγματοποιικθκε για τθν παρακολοφκθςθ τθσ 
διάςπαςθσ του EQNL ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. multiformis παρουςιάηονται ςτο 
Διάγραμμα 21. Σο EQNL ςτθν  υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ, 500 μΜ, εμφανίηεται ζμμονο, 
χωρίσ να παρατθρείται ςθμαντικό ποςοςτό διάςπαςθσ  του 7 θμζρεσ μετά τον εμβολιαςμό 
των καλλιεργειϊν (3 θμζρεσ μετά τθν προςκικθ του ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ). Ωςτόςο, ςτο 
αντίςτοιχο χρονικό διάςτθμα παρατθρικθκαν μεγαλφτερα ποςοςτά αποδόμθςθσ ςτθν 
περίπτωςθ τθσ εφαρμογισ του μεταβολίτθ ςτισ ςυγκεντρϊςεισ 125, 25 και 5 μΜ  (38.5%, 
24.5% και 25.6%, αντίςτοιχα). Όπωσ και ςτισ αντίςτοιχεσ δοκιμζσ ςτθν περίπτωςθ του N. 
europaeα τα αποτελζςματα τθσ αποδόμθςθσ του EQNL ςτθν περίπτωςθ των χαμθλότερων 
ςυγκεντρϊςεων (0.5 και 0.05 μΜ) δεν παρουςιάηονται γιατί ςτισ περιπτϊςεισ αυτζσ ο 
μεταβολίτθσ ανιχνεφονταν ςε ςυγκζντρωςθ μικρότερθ από το LOQ του ςυςτιματοσ. 
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Διάγραμμα 20. Θ επίδραςθ των διαφορετικϊν ςυγκεντρϊςεων των EQNL και DCD ςτθ αφκονία του γονιδίου 
amoA των ΑΟΒ ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. multiformis. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά 
ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά 
ςθμαντικζσ διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
 
Διάγραμμα 21. Πορεία αποδόμθςθσ του 2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline (EQNL) ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. 
multiformis.  
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4 
 
4.1. ΢υηιτθςθ  
H χριςθ των ςυνκετικϊν παρεμποδιςτϊν τθσ νιτροποίθςθσ αποτελεί μια από τισ πιο κοινζσ 
τεχνολογίεσ ελζγχου των απωλειϊν Ν από τα αγροτικά οικοςυςτιματα, ςυμβάλοντασ τόςο 
ςτθν αφξθςθ τθσ αποδοτικότθτασ χριςθσ του Ν από τα φυτά, όςο και ςτθν ελαχιςτοποίθςθ 
των απωλειϊν του Ν (ΝΟ3
-, ΝxO) [6,44]. Θ πλειοψθφία των διακζςιμων ςιμερα ΢ΠΝ δρουν 
ςτο ςτάδιο τθσ νιτρωδοποίθςθσ *39]. Ωςτόςο, αρκετοί από αυτοφσ, όπωσ το DMPP και θ 
allylthiourea, είναι αποτελεςματικοί ζναντι των ΑΟΒ, όμωσ δεν είναι ταυτόχρονα 
αποτελεςματικοί ζναντι και των ΑΟΑ, πικανόν εξαιτίασ τθσ επιλεκτικισ τουσ δράςθσ που 
οφείλεται ςτισ βιοχθμικζσ και δομικζσ διαφορζσ που εμφανίηουν μεταξφ τουσ αυτζσ οι δφο 
ομάδεσ μικροοργανιςμϊν *13,70]. Περιοριςμζνεσ είναι επίςθσ οι πλθροφορίεσ ςχετικά με 
τθν επίδραςθ των ΠΝ ςτα Comammox λόγω τθσ ζλλειψθσ των απαραίτθτων ςτοιχειϊν 
ςχετικά με το ρόλο τουσ ςτθ νιτροποίθςθ του εδάφουσ. Παρ’ όλα αυτά υπάρχουν 
βιβλιογραφικζσ αναφορζσ που υποςτθρίηουν τθν ευαιςκθςία ειδϊν Comammox 
προερχόμενων από υδάτινο περιβάλλον ςε παρεμποδιςτζσ όπωσ οι allylthiourea, octyne και 
chlorate [7,30]. Με βάςθ τα παραπάνω θ παρεμπόδιςθ τθσ νιτροποίθςθσ από τουσ 
διακζςιμουσ ΠΝ κακίςταται ωσ ζνα βακμό αμφίβολθ, κακϊσ παρότι αναςτζλλουν 
αποτελεςματικά τα ΑΟΒ, θ επίδραςθ τουσ ςτισ υπόλοιπεσ ομάδεσ μικροοργανιςμϊν (ΑΟΑ 
και Commamox), που μποροφν επίςθσ να επιτελζςουν τθ λειτουργία τθσ νιτρωδοποίθςθσ, 
δεν ζχει πλιρωσ αποςαφθνιςτεί. ΢το πλαίςιο αυτό θ χριςθ ΠΝ με κακολικι δράςθ ζναντι 
όλων των μικροοργανιςμϊν που ςυμμετζχουν ςτθ νιτροποίθςθ είναι κακοριςτικισ 
ςθμαςίασ από γεωργικό-οικονομικισ και περιβαλλοντικισ ςκοπιάσ. Σο EQ είναι μια 
αντιοξειδωτικι ουςία που χρθςιμοποιείται ςτα ςυςκευαςτιρια φροφτων για τθν πρόλθψθ 
τθσ φυςιολογικισ υποβάκμιςθσ τθσ ποιότθτασ κυρίωσ των μιλων *75+. Μεγάλεσ ποςότθτεσ 
του EQ καταλιγουν ςτο ζδαφοσ εξαιτίασ τθσ ζλλειψθσ των κατάλλθλων υποδομϊν 
επεξεργαςίασ των υγρϊν αποβλιτων ςε αυτζσ τισ μονάδεσ. Σο EQ ςτο ζδαφοσ οξειδϊνεται 
ταχζωσ ςχθματίηοντασ δφο μεταβολικά προϊόντα, το μθ υπολειμματικό QI (κφριοσ 
μεταβολίτθσ) και το ζμμονο EQNL (δευτερεφων μεταβολίτθσ) *76+. ΢ε προθγοφμενα 
πειράματα μικροκόςμων εδάφουσ βρζκθκε πωσ το  EQ, και κυρίωσ ο κφριοσ μεταβολίτθσ 
του QI, αναςτζλλουν τθ νιτροποίθςθ και επθρεάηουν τθν ζκφραςθ του γονιδίου amoA τόςο 
των AOB όςο και των AOA [77]. 
Ακόλουκεσ in vitro μελζτεσ τθσ επίδραςθσ του EQ ςε αντιπροςωπευτικά εδαφογενι ςτελζχθ 
των ΑΟΒ (Nitrosomonas europaea και Nitrosospira multiformis), επιβεβαίωςαν το 
παραπάνω πρότυπο αποδόμθςθσ του EQ και ςε αςθπτικζσ, in vitro ςυνκικεσ, και 
κατζδειξαν αναςτολι τθσ αφξθςθσ (αφκονία amoA γονιδίου) και τθσ λειτουργίασ 
(παραγωγι ΝΟ2
-) των επιλεγμζνων ςτελεχϊν των ΑΟΒ, ςε επίπεδα  ςυγκεντρϊςεων 460 
μM, που ςυνζπεςαν με το ςχθματιςμό  του μεταβολίτθ QI ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ.  
΢ε ςυνζχεια των παραπάνω μελετϊν, θ παροφςα εργαςία επικεντρϊκθκε ςτθν αξιολόγθςθ 
τθσ επίδραςθσ των μεταβολικϊν προϊόντων του EQ, QI και EQNL ςτα επιλεγμζνα ςτελζχθ 
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των ΑΟΒ, ςε ςφγκριςθ με τουσ γνωςτοφσ και ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενουσ  ΢ΠΝ, NP και 
DCD. Θ αξιολόγθςθ των επιδράςεων των QI και EQNL πραγματοποιικθκε ςε εφροσ 
ςυγκεντρϊςεωv  που επιλζχτθκαν με βάςθ τα ευριματα των προθγοφμενων in vitro και in 
situ [77] μελετϊν. Παράλλθλα, προςδιορίςτθκε θ πορεία αποδόμθςθσ τουσ ςτισ υγρζσ 
καλλιζργειεσ των AOB ϊςτε να ςυςχετιςτεί θ υπολειμματικότθτα των ουςιϊν με τθν 
επίδραςθ που αςκοφν ςτα μελετοφμενα ςτελζχθ των ΑΟΒ.  
Σα αποτελζςματα ςχετικά με τθν αποδόμθςθ των QI και EQNL ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ των 
ΑΟΒ, βρίςκονται ςε ςυμφωνία με αυτά των προθγοφμενων μελετϊν από τουσ 
Papadopoulou et al. [77] με μικροκόςμοφσ εδάφουσ, αλλά και με αυτά των in vitro δοκιμϊν 
του EQ, που πραγματοποιικθκαν από τθν ομάδα του εργαςτθρίο ΒΦΠ και παρουςιάςτθκαν 
ςτα πλαίςια τθσ παροφςασ πτυχιακισ διατριβισ (Διαγράμματα 3,4, 7,8), και επιβεβαιϊνουν 
τθ μθ ζμμονθ (Διαγράμματα 11, 14) και ζμμονθ φφςθ (Διαγράμματα 18, 21) των δυο 
ουςιϊν, QI και EQNL, αντίςτοιχα. 
Ο κφριοσ μεταβολίτθσ QI παρά τθ χαμθλότερθ υπολειμματικότθτα του, παρουςίαςε 
μεγαλφτερθ δραςτικότθτα ζναντι των ΑΟΒ ςε ςφγκριςθ με το ζμμονο EQNL. Πιο 
ςυγκεκριμζνα, το QI προκάλεςε αναςτολι τόςο ςτθν παραγωγι και ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν 
ιόντων όςο και ςτθν αφκονία του amoA γονιδίου, ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα (DMSO), ςε 
χαμθλότερα επίπεδα ςυγκεντρϊςεων ςε ςχζςθ με το EQNL και ςτα δφο ςτελζχθ των ΑΟΒ 
που μελετικθκαν, N. europaea (≥ QI 270 μΜ) και N. multiformis (≥ QI 135 μΜ). Σο EQNL 
αντίκετα, προκάλεςε αναςτολι τθσ αφξθςθσ και τθσ λειτουργίασ των μελετοφμενων ΑΟΒ, 
μόνιμθ (N. multiformis) ι προςωρινι (N. europaea), μόνο ςτθ μεταχείριςθ με τθν 
υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ (EQNL 500 μΜ). Σα παραπάνω αποτελζςματα ςυνάδουν με τα 
ευριματα των προθγοφμενων μελετϊν με μικροκόςμουσ εδάφουσ *77+, όπου το  QI 
προκάλεςε ςθμαντικι μείωςθ ςτο ρυκμό παραγωγισ των νιτρωδϊν ιόντων αλλά και ςτθν 
αφκονία των μεταγράφων του γονιδίου amoA ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα *77]. Αντίκετα, 
το EQNL παρά τθν υψθλότερθ υπολειμματικότθτα του, δεν επθρζαςε ςθμαντικά τθ 
νιτρωδοποιθτικι δραςτθριότθτα των ΑΟΒ οφτε και τθν αφκονία του γονιδίου amoA ςε 
ςφγκριςθ με το μάρτυρα, υποδεικνφοντασ πωσ το QI είναι ο πιο δραςτικόσ μεταβολίτθσ του 
EQ. 
Σα δφο ςτελζχθ των ΑΟΒ που μελετικθκαν εμφάνιςαν διαφορετικι ευαιςκθςία ςτουσ 
μεταβολίτεσ QI και EQNL, με το  N. multiformis να είναι ςε κάκε περίπτωςθ πιο ευαίςκθτο 
από το N. europaea. Σο QI προκάλεςε μόνιμθ αναςτολι ςτθν αφξθςθ και ντιτρωδοποιθτικι 
λειτουργία του N. multiformis ςε χαμθλότερα επίπεδα ςυγκεντρϊςεων (≥ QI 135 μΜ) ςε 
ςχζςθ με το N. europaea, του οποίου θ αφξθςθ και θ νιτρωδοποιθτικι δραςτθριότθτα 
περιορίςτθκε ςθμαντικά μόνο ςε ςυγκεντρϊςεισ ≥ 270 μM. Ανάλογθ ευαιςκθςία ζναντι του 
N. europaea εμφάνιςε το N. multiformis και ςτισ μεταχειρίςεισ του EQNL, με τθ μεταχείριςθ 
EQNL 500 μΜ να προκαλεί μόνιμθ παρεμπόδιςθ τθσ νιτρωδοποίθςθσ ςτο N. multiformis και 
μόνο προςωρινι παρεμπόδιςθ ςτο N. europaea. Επιπλζον, θ νιτρωδοποιθτικι 
δραςτθριότθτα του N. multiformis αναςτάλκθκε προςωρινά και ςτθ μεταχείριςθ EQNL 125 
μΜ, επιβεβαιϊνοντασ τθ μεγαλφτερθ ευαιςκθςία του ςτθ ςυγκεκριμζνθ ουςία, ςε ςχζςθ με 
το ςτζλεχοσ του N. europaea. ΢ε προθγοφμενεσ μελζτεσ των Shen et al. [13] το N. 
multiformis παρουςίαςε ευαιςκθςία ςτθν allylthiourea ςε επίπεδα ςυγκζντρωςθσ 0.2-0.4 
μΜ, ενϊ θ ίδια ουςία βρζκθκε να επθρεάηει το N. europaea ςε μεγαλφτερα επίπεδα 
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ςυγκεντρϊςεων (10 μΜ) *86]. Ωςτόςο, θ παρατθροφμενθ ςτθν παροφςα διατριβι 
ευαιςκθςία του N. multiformis ςτα μεταβολικά προϊόντα του EQ δεν αποτελεί κανόνα και 
για όλουσ τουσ ΠΝ. Ευριματα προθγοφμενων μελετϊν ζδειξαν πωσ ο ΢ΠΝ DCD αναςτζλει 
αποτελεςματικά και τα δφο ςτελζχθ *13,70,71+, ενϊ θ NP βρζκθκε να αναςτζλλει 
αποτελεςματικά τθ νιτρωδοποιθτικι δραςτθριότθτα του N. europaea [85], όχι όμωσ και 
αυτι του N. multiformis [13]. ΢ε προθγοφμενεσ επίςθσ μελζτεσ βρζκθκε ότι το NP 
αναςτζλλει κυρίωσ τθν ανάπτυξθ των Nirosomonas, ενϊ δεν μπορεί να αναςτείλει 
ικανοποιθτικά τθν ανάπτυξθ των Nitrosospira και Nitrosolobus [97].  
΢τθν παροφςα διατριβι το NP ςτο επίπεδο ςυγκζντρωςθσ που εφαρμόςτθκε (50 μΜ) 
προκάλεςε μόνιμθ αναςτολι ςτθν παραγωγι νιτρωδϊν ιόντων ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του 
N. multiformis, ενϊ θ αφκονία του γονιδίου amoA επθρεάςτθκε μόνο προςωρινά. Αντίκετα, 
οι Shen et al. [13] ςε αντίςτοιχεσ in vitro μελζτεσ δεν παρατιρθςαν ςθμαντικι επίδραςθ του 
ΝΡ όταν αυτό εφαρμόςτθκε ςτισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. multiformis ςε εφροσ 
ςυγκεντρϊςεων 40-173 μΜ. ΢τθν ίδια μελζτθ, οι Shen et al., [13] παρατιρθςαν ςθμαντικι 
αναςτολι τθσ νιτρωδοποίθςθσ ςε υγρζσ καλλιζργειεσ του  N. multiformis από το DCD όταν 
αυτό εφαρμόςτθκε ςε ςυγκεντρϊςεισ 40-100 μΜ *13+. ΢τθν παροφςα διατριβι θ 
ςυγκζντρωςθ του DCD που μελετικθκε (10 mΜ) ιταν μεγαλφτερθ ςε ςχζςθ με τισ 
αντίςτοιχεσ ςτθ μελζτθ των Shen et al., *13+ και βρζκθκε να αναςτζλει πλιρωσ τθν 
παραγωγι των νιτρωδϊν ιόντων, χωρίσ όμωσ να επιδρά ςθμαντικά ςτθν αφκονία του 
γονιδίου amoA. ΢τισ υγρζσ καλλιζργειεσ του N. europaea τόςο το DCD (10 mM) όςο και το 
NP (50 μΜ) προκάλεςαν μόνιμθ αναςτολι ςτθ παραγωγι και ςυςςϊρευςθ των νιτρωδϊν 
ιόντων, ενϊ  επθρζαςαν ςθμαντικά τθν αφκονία του γονιδίου amoA μόνο προςωρινά. ΢ε 
αντίςτοιχεσ μελζτεσ με υγρζσ καλλιζργειεσ του N. europaea παρατθρικθκε αναςτολι τθσ 
νιτρωδοποίθςθσ από το NP ςε ςυγκεντρϊςεισ ≥ 10 μΜ *85+ και από το DCD ςε 
ςυγκεντρϊςεισ ≥ 200 ppm [83]. 
 
4.2 ΢υμπεράςματα  
Εν κατακλείδι, όλα τα ςτοιχεία που αναφζρκθκαν υποδεικνφουν πωσ το QI εμφανίηει 
ιςχυρότερθ αναςταλτικι επίδραςθ από το EQNL ςτθν αφξθςθ και τθ λειτουργία των 
νιτρωδοποιθτικϊν βακτθρίων και φαίνεται να είναι ο κφριοσ υπεφκυνοσ τθσ αρνθτικισ 
επίδραςθσ του EQ ςτθ νιτρωδοποίθςθ που παρατθρικθκε τόςο ςε επίπεδο μικροκόςμων 
εδάφουσ, όςο και ςτισ in vitro δοκιμζσ. Eπιπρόςκετα, το QI φαίνεται να αςκεί ιςχυρότερθ 
και μεγαλφτερθσ διάρκειασ αναςταλτικι δράςθ ςτθν αφκονία των ΑΟΒ ςε ςχζςθ με τουσ 
ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενουσ ΠΝ, NP και DCD. Μεταξφ των δφο ΑΟΒ που αξιολογικθκαν 
ςτισ in vitro δοκιμζσ, το N. europaea εμφανίηει χαμθλότερθ ευαιςκθςία από αυτό του N. 
multiformis ςτα QI και EQNL. Ο ακριβισ μθχανιςμόσ δράςθσ του  EQ και των μεταβολικϊν 
του προϊόντων παραμζνει ακόμα άγνωςτοσ και περαιτζρω μελζτεσ απαιτοφνται για τθν 
πλιρθ διευκρίνιςθ του. Θ επιβεβαίωςθ τθσ αναςταλτικισ δράςθσ των ΕQ και QI και ςτισ 
υπόλοιπεσ ομάδεσ μικροοργανιςμϊν με λειτουργικό ρόλο ςτθ νιτρωδοποίθςθ (ΑΟΑ και 
Commamox) είναι πικανό να ςυμβάλει ςτθν ανάπτυξθ ενόσ νζου κακολικοφ αναςτολζα τθσ 
νιτροποίθςθσ, που κα ςυνειςφζρει ςτθν αποτελεςματικότερθ χριςθ του αηϊτου ςτα 
αγροτικά οικοςυςτιματα. 
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